﻿KONDI VANGHEL Șef de secție Centrul de Hematologie București Doctor docent Laureat al premiului de Stat Medic primar gradul I HEMATOLOG EDITURA MEDICALA BUCUREȘTI TABLA DE MATERII IMUN OHEMAT OL O GIA Definiție — Istoric ! Clasificare I Definiții — Nomenclatură Antigene grupate Noțiunea de secretor Genetica grupelor sanguine Gene alele, noțiunea de homozigot și heterozigot Genotip și fenotip Definiția de sistem de grupă sanguină Cîteva aspecte ale bolilor genetice legate în special de hematologie Cromozomii și enzimele Anticorpii de grupă sanguină Titrul și aviditatea anticorpilor Fenomenul de zonă sau prozonă Suportul proteic al anticorpilor Hemaglutinine vegetale sau lectine II Sistemul de grupă sanguină ABO Noțiuni de genetică privind sistemul ABO Subgrupele sistemului ABO '*"' **** Noțiunea de anti- și anti-H " Subgrupele A și izoimunizarea Aportul pasiv de anticorpi și reacții posttransfuzionaîe ’ ’ ’ Subgrupele В III* fehnici Determinarea grupelor sanguine ABO Factori de eroare în determinarea grupelor sanguine Determinarea subgrupelor A ' Determinarea anticorpilor anti- și anli-H Cercetarea tipului de secretor ’ nou-născutul ui prin l rfl- L • i • • * • Уц'са tarea ac ti v i tă ți i 'litrul «alia albui IV Sistemul Rh IXiUpre noțiunea de Ith Imunizarea față de fiu l pag Genetica factorilor sistemului Rh Noțiunea de homozigot și heterozigot Despre variantele unor antigene Rh Deleția unor antigene — D — Determinarea geno tipului Rh ' Despre genotipul perechii D-d Deosebirea fenotipurilor DD și Dd • ■ Principii generale despre izoimunizare Noțiunea de sarcină heterospecmcă homospecifică Alte sisteme de grupă Sistemul Kell Sistemul Duffy Sistemul Kidd Sistemul Diego Sistemul Auberger Sistemul Yt Sistemul Xg Sisteme de grupe analoge cu sistemul ABO Sistemul de grupă MNSs Sistemul Lewis Sistemul Lutheran Sistemul P — T v Sistemul Ii ? ' Antigene publice > ' Antigene private V Determinarea factorului Rho(D) Cercetarea anticorpilor anti-Rh Testul cu eritrocite papainate Papaina activată cu EDTA Testul antiglobulinic Coombs-Mourant-Race Titrarea serului antiglobulinic Tehnica testului antiglobulinic pe lamă Testul antiglobulinic și rolul complementului - Precauții importante în aplicarea testului Coombs Cercetarea autoanticorpilor antieritrocitari Importanța autoanticorpilor antieritrocitari în patologie Anticorpi antileucocitari Cercetarea aglutininelor antileucocitare Anticorpi antitrombocitari ; VI Noțiuni de histocompatibilitate Sistemul antigenic eritrocitar *' ’ Sistemul antigenic leucotisular ” ’ ’ ' ’' ’' ’ ’ ’ Grupe leucocitaro Tehnici do limfocitotoxicitate/ Determinarea grupelor leucocitare Cercetarea anticorpilor antitrombocitari prin fenomenul de inhibiție a arării trombocitare prin ADP extrinsec Г ? С'r ! , j | I • » • • * ••••>« « , * * - u и L/i I * i A • a , ♦ • » , # в t * Hip iw»> Trom bocitul Rolul trombocitelor în homostază • ■ II Sindroamele hemoragice Generalități, clasificare Clasificarea sindroamelor hemoragice ■ • • III Sindroame hemoragice prin deficiențe în factori plasniatici Deficiențe plasmatice cîștigate Aport insuficient de vitamină К Insuficiența hepatică Antivitaminele К ••• ••••• Coagularea intravasculară diseminată Sistemul fibrinolitic Relațiile între sistemul de coagulare, sistemul fibrinolitic, sistemul kalikreino-gen-kalikreină și complementul Fibrinoliză primară și fibrinoliză secundară Factorii trombogeni și unele stări patologice care predispun la instalarea hiper-coagulabilității i împrejurările clinice în care se întîlnesc sindroamele de coagulare intravasculară diseminată Liza locală Sindroame hemoragice ereditare prin deficiență în factori plasmatici Hemofilia de tip A: deficiență în factor VIII Hemofilia B: deficiență în factor IX; boala Christmas Determinarea tipului de hemofilțe Boala Willebrand (angiohemofilia A) t Deficiența în factor XIII (factorul de stabilizare a fibrinfei) Sindrom de hiperheparinemie ereditară Hipoproconvertinemia congenitală (factorul VII) Afibrinogenemia congenitală Anomalia calitativă constituțională a fibrinogenului Diferite tipuri de fibrinogen Deficiența în factorul Hageman (XII) Deficiența în factorul XI (deficiență în PTA sau hemofilia C) Hipoprotrombinemia congenitală Deficiența congenitală în factor V (parahemofilia) Deficiența în factor Stuart (X) IV Sindroamele hemoragice prin tulburări trombocitare Funcțiile trombocitului și rolul său în patologie Agregarea trombocitară Acțiunea agregantă a Uzatului de eritrocite asupra trombocitelor Fenomenul de inhibiție a agregării trombocitare Proprietatea de eliberare de factori ’/ ” ’) / / ‘ ‘ Afecțiunile trombocitare Afecțiunile trombocitare cantitative cîștigate ' ' ’\ / ’ ’ ’ ” ' ’ ’ ’ ‘ * Trombocitemii și trombocitoze ’ Bț>ala Werlhoff (purpura trombocitopenică idiopatică) ’' ’ ’ ’ ' AtecliS ‘i°iodtarec’!;Secî tigate (,T”mbocitopaUi' trombasteni«:: Afecțiuni cantitative ereditare ; Afecțiuni calitative ereditare Trombocitopatiile Trombastenia Glanzman Distrofia trombocitară hemoragipară tip J Bernard și Soulier' / ' indroamele hemoragice datorate-unei alterări ale rezistenței canilare isin Iroame de origine vasculară) , capilare (sin- idromul Schdnlein-Ilonoch (purpura reumatoidăl rpura prin exces de glolmlino idiomul do sensibilizare auloerilrocilar^ HJj ОЯ ПП' îl jOf’Up i(‘(j VUKCUlhriî (‘(HILfOii h‘ l IUpiIi» I >nn > \ > ****** ‘ tazia hemoragie?, eredilară) ! bmdu-Osler sau teiangiec- congenitale (Boala Rendu-Osier sau teiangiec- Recoltarea sîngelui Testele coagulabilității globale ••••: Timpul de coagulare (metoda Lee și White) Timpul de recalcificare Howell Toleranța la heparină „in vitro“ Testele hemostazei vasculare Timpul de sîngerare Rezistența capilară Retracția cheagului Agregabilitatea trombocitară Adezivitatea trombocitară- Explorarea fazei I a coagulării Testul de consum de protrombină Testul de consum de protrombină corectat cu cefalină Timpul de cefalină • Timpul de cefalină — kaolin Disponibilitatea factorului trombocitar Cercetarea factorului trombocitar folosind suspensia de trombocite Determinarea tipului de hemofilie Dozarea factorilor antihemofilici Metodă rapidă pentru depistarea tulburărilor generării tromboplastinei endogene (Hicks-Pitney) Determinarea indirectă a factorilor XI și XII prin testul de activare a Iui Margolis $ Testul de generare â tromboplastinei (Biggs și Douglas) Explorarea fazei a П-a a coagulării Timpul de protrombină Quick Determinarea procentului de protrombină fără curbă de diluție Determinarea protrombinei singure ’ Timpul triplu de protrombină-proconvertină-Stuart Diferențierea între proconvertină (VII) și factor Stuart (X) prin timpul Stypven Determinarea proaccelerinei Explorarea fazei a Ш-a a coagulării Timpul de trombină Cercetarea factorului XIII (F S F ) prin studiul solubilității cheagului Dozarea fibrinogenului ’ Cercetarea anticoagulanților circulanți Inhibitorii fiziologici ai trombinei / Inhibitorii factorilor protromboplastici și tromboplastici Inhibitori patologici ai coagulării ’ Inhibitorii primei faze a coagulării Inhibitorii de tip antitrombocitar Inhibitorii de tip antitromboplastină Inhibitorii fazei a Il-a a coagulării Inhibitorii fazei а IIl-a a coagulării Antitrombine neheparinice i i i i І i Timpul de trombină pe plasmă diluată Cercetarea antitrombinei III fiziologice progresive Antitrombine de tip heparinic Punerea în evidență a unei hipercoagulabilități ~ Definiția hipercoagulabilității u-l W ' ооакиійгіі în instalarea unei hipercoaguiabilităti Manifestările bolii tromboembolice Formele de hipercoagulabilitate Punerea n evidență a unei hipercoagulabilității i i i i i i i liatamciitul cu anticoagulante de tip antivitamine К Supravegherea do laborator a tratamentului Heparina Controlul administrării heparinoi în perfuzie Yntravenoasă' ‘ Controlul heparinoterapiei intravenoa se în perfuzie continuă i Tratamentul cu anticoagulante cu anti-vilamino К pag Meparina în tratamentul coagulării intravasculare diseminate Administrarea heparinei în injecții subcutanate discontinue Administrarea postoperatorie a heparinei pentru combaterea complicațiilor tromboembohce și modul de supraveghere a tratamentului • Accidente în timpul tratamentului cu anticoagulante Diagnosticul unui sindrom de coagulare intravasculară diseminată Circulația extracorporeală Problemele legate de transfuzia de sînge Problemele legate de hemostază Neutralizarea heparinemiei Instalarea unui sindrom fibrinolitic în cursul circulației extracorporeale Punerea în evidență a unei activități litice Terapeutica trombolitică Conduita tratamentului cu streptokinază Asocierea heparinei Contraindicațiile terapiei trombolitice Testul de rezistență la streptokinază Metoda trombelastogral'ică Tehnica măsurătorilor trombelastografice Coagulograma standard MUNOHEMATOLOGIA DEFINIȚIE — ISTORIE Imunohematologia cuprinde studiul afecțiunilor care apar în urma unui conflict imunologic între un anticorp circulant și un antigen existent pe elementele sanguine figurate iși anume, eritrocite, leucocite, trombocite Dezvoltarea acestui capitol este strîns legată de grupele sanguine Marea descoperire a grupelor clasice ABO în anul , legată de numele lui Land-steiner, și punerea la punct a tehnicilor serologice corespunzătoare, au marcat începutul unei gîndiri imunologice în explicarea unor fenomene hemolitice în reacțiile post-transfuzionale sau în boala hemolitică a nou-născutului Astfel Hirszfeld, apoi Virgil T lonescu ( ) explică icterul fiziologic al nou-născutului ca un proces ce se datorește izolizinelor sîngelui matern, cînd sarcina este heterospecifică pentru sistemul ABO V T lonescu, în , găsește frecvența incompatibilității de grupă ABO între mamă și făt de două ori mai mare la copiii icterici comparativ cu cea găsită la copiii fără icter Aceasta reprezintă una din primele aprecieri despre un conflict imunologic feto-matern ° Descoperirea factorului Rh de Landsteiner și Wiener în , urmată de descrierea sistemului Rh și a altor sisteme de grupe sanguine, a marcat începutul dezvoltării vertiginoase a acestui nou capitol în hematologie denumit irnunohematologie Progresele lăcute în acest domeniu prin punerea la punct a unor tehnici imunologice extrem de sensibile în depistarea anticorpilor ca testul Coombs, sau testele cu enzime proteolitice, au pus bazele explorării și aprofundării afecțiunilor imunohematologice CLASIFICARE afecțiuni clasificate în - și afecțiuni Imunohematologia , (ie de mecanismul imunizării: afecțiuni prin izoimunizare și' Moțiuni pin definiție izoimunizarea este o imunizare ' specii Un exemplu de izoimunizare spon- — Afecțiunile seriei leucocitare: leucopenii prin izoanticorpi: de obicei intîlnite în perioada neonatală prin incompatibilitate feto-maternă — Afecțiunile seriei trombocitare: trombocitopenii prin, izoanticorpi de asemenea intîlnite la nou-născuti prin incompatibilitate feto-maternă Afecțiuni prin autoimunizare: autoimunizarea este un fenomen imuno logic constînd in apariția unor anticorpi cu acțiune asupra propriilor antigene, deci atit anticorpii cit și antigene le aparțin aceluiași individ Afecțiunile prin autoimunizare cuprind: — Afecțiunile seriei eritro citare: anemii hemolitice autoimune — Afecțiunile seriei leucocitare: leucopenii, agranulocitoze și pancito-penii autoimune — Afecțiunile trombocitare: trombocitopenii autoimune NOMENCLATURĂ Definiția antigenului: se numește antigen o substanță care, introdusă in organismul unui individ care nu o posedă, provoacă apariția de anticorpi specifici corespunzători în serul individului * Antigenele sînt formate^din două părți: — O proteină ce Conferă moleculei puterea antigenică, avînd o greutate moleculară destul • de ridicată — O grupare cuplată care conferă moleculei o riguroasă specificitate Această grupare poate fi de structură foarte variată: corp azotat cu greutate moleculară mică, zaharide, lipide etc , și ca proveniență poate fi de origine medicamentoasă, alimentară Această grupare cuplată reprezintă porțiunea ce se unește în mod electiv cu anticorpul corespunzător Separat de macromolecula de proteină, gruparea cuplată este capabilă mai departe de a se uni în mod specific cu anticorpul, dar este aproape lipsită de putere antigenică Această grupare se numește haptenă • Я ’ ’ • ' ' * • ' \ • • *► - tene pot fi de origine chimică, medicamentoasă, instalaren unor stări de hipersensibilitate, I logice, astfel de stări anormale sînt cuprins* genică auto-anticorpi Aceste hap-ali montară, dînd naștere la jegat de afecțiunile imuuohemato-l p vorba , apariția de ,и,іо иі( іе о"р,Г'"Ш"ШІа m organismului: eritrocite, loucocite ANTIG N E GRUPA LE Luind ca exemplu grupele sanguine eritrocitare, se numește antigen grupai un antigen fixat pe eritrocite, reprezentînd o substanță specifică de grupa sanguină, do exemplu A, B, Rh etc Grupele sanguine sînt alcătuite în sisteme Un sistem de grupe sanguine este alcătuit din mai mulți factori antigenici fixați pe eritrocite, reprezentînd fenotipul individului, fiecare fiind expresia biochimică a unui caracter ereditar reprezentat de o genă din cele de perechi de cromozomi, reprezentînd genotipul individului ( ) Astfel, un factor de grupă este întotdeauna sub control genetic, fiind o caracteristică ereditară, constituțională și permanentă a unui individ, care poate fi găsită începînd cu viața fetală și nu se modifică pe tot parcursul vieții Deși factorii de grupă pot fi puși în evidență încă din primele săptămîni de viață fetală, expresia imunologică completă a unor antigene grupale nu se desăvîrșește decît după naștere Rezultă astfel, dificultăți de grupaj la nou-născuți la termen și mai ales la prematuri Este posibil ca la o vîrstă foarte înaintată să se producă o atenuare a caracterelor antigenice grupale și mai ales scăderea anticorpilor naturali de grupă în cursul unor hemopatii nțaligne ca leucozele acute s-a observat o dispariție a unor antigene de grupă ca antigenul A din sistemul ABO și antigenul I din sistemul Ii ( ) ’ Se cunosc două sisteme de grupă sanguină care suferă modificări în cursul vieții și mai ales, în timpul copilăriei: este vorba de sistemul Lewis si sistemul li ( ) Pe lingă sistemele grupale eritrocitare foarte numeroase și bine studiate, există și antigene grupale specifice pentru seriile leucocitare și trombocitare, fie independente, deci proprii acestor celule, fie, pentru unele antigene, comune cu antigenele eritrocitare Deși descoperite mai recent, antigenele leucocitare și trombocitare sînt din ce în ce mai bine precizate, cu atît mai mult cu cit reprezintă, suportul antigenelor de histocompatibilitate grupate în sistemul R-LA de importantă deosebită in problemele imunității tisulare mediate de hmfocitele B Pe lînga grupele sanguine caracterizate prin cercetarea unor antigene legate de elementele sanguine figurate ca eritrocite, leucocite și trombonite grupajul smgelui unui individ prezintă și caractere antigenice legate de proteinele serice om sînge Astfel s-au descris așa-numitele grupe legate de factorii Gm ai gamaglobulmelor, grupele haptoglobinelor, a transferinelor etc NOȚIUNEA DE SECRETOR Antigenele de grupă din sistemul ABO se găsesc fixate atît pe eritrocite indivizi substanțele specifice de grupă ABO se găsesc în «t»» i majoritatea umorilor organismului, ca ser san»uin etc si în t"° \\ în pe—e reactive l iind denumit, seore o " t™ , * SallVS’ tiv hestul ,l„ % orba de modilicări cu remanieri importante oromozomiale, interesînd de “«mozomi ce prezintă modificări morfologice I in ntar (tueomic), sau fragmentarea (deleție cromozomieă) însoțită ппапгі /'f'l ,ui ""ll , " «'« ZmiS ineârc» L'ti^ ci mai multe perechi UU ° mgurM PGreche cromozomi * Bolile aparțin ind grupei a U-a caracterizate prin aberații (Tornozomice sînt mai legate de bolile hematologice In acest capitol se disting anomalii numeric© și anomalii structurale ale cromozomilor, mecanismul lor fund legat de un „accident cromozomial în cinetica diviziunii celulare Anomalii numerice: se caracterizează prin prezența unui cromozom suplimentar pe o anumită pereche denumita trisomie izolata, avind o stiuc tură perfect identică cu ceilalți cromozomi din perechea respectivă, caracterizind mongolismul în cazuri mai rare anomalia constă în absența congenitală a unui cromozom, descris pentru unul din cromozomii sexuali (sindrom 'Гиг- ♦ « • Anomalii structurale: se constată o fragmentare a cromozomului care duce la o pereche sau deficiență denumită deleție cromozomică Defici-interme-diară Mg ență Deficiența poate să fie terminală sau intermediară Existența acestor ahomalii structurale a fost demonstrată în mod indirect prin studiul serologic al sistemului de grtipe sanguine Rhesus Se știe din studiul genetic că acest sistem este condiționat de o serie de gene alele multiple strîns legate (linkage) pe același cromozom Ordinea genelor pe cromozom este următoarea: primul locus este ocupat de alelele seriei D, al doilea locus al seriei C, al treilea de alelele seriei E, al patrulea al seriei F, și al cincilea de seria V în mod normal toți indivizii poartă pe eritrocite antigenele diferite ale acestor serii, cel puțin unul din factorii alele din fiecare serie și cel mult ne toii factorii alelici Se descriu msa, in extrem de rare cazuri, indivizi care poseda numai factorul D din toți factorii sistemului Rh Ei sînt lipsiți de E, e, C și c etc Această posibilitate se explică prin pierderea accidentală, pe ambii cromozomi homologi, a segmentelor purtătoare a locus-urilor genelor de care depind factorii care lipsesc, încadrîndu-se în fenomenul de deleție Primul caz a fost descris de Race ( ) a cărui formulă se exprimă după simbolul — D — pentru a scoate în evidență lipsa celorlalți factori Alte exemple de deleție cromozomică intervenite m di erite porțiuni sînt: CD—; -d-; sau lipsiți complet de factori din sistemul Rh; CWD— In Nowell și colaboratorii au descris prezența unui mic cromozom acrocentric in mod anormal de scurt, la doi bolnavi de leucemie mieloidă cronica В aikie și colaboratorii confirmă prezența acestui tip de cromozomi pe care îl identifică cu perechea care a suferit o transformare ’ P denumindu- cromozomul Philadelphia, și prescurtat Phl De asemenea s-au semnalat anomalii numerice în leucozeb Elastice; In КпІТш și l ejnune descriu absența unui cromozom «părtinind bolnavi prezentau o populație dublă do celule'sanguine, una ou mi'c riothi normal eu cromozomi, alta cu o, in „ruin unei haplosoin i cale interesa un mic cromozom acrocentric f care Se știu niai do multă vreme despre anomaliila celulelor sanguine întîlnita la copii Boierind de mongolism In asemenea cazuri se întîlnește în mod eom probabil pere st,ani o formulă Arnelli deviată la stingă, fiind o dovadă a tulburărilor hemato-poiezei De, asemenea leucoza acută este de ori mai frecventă la copiii suferind de mongolism comparativ cu copiii de aceeași virstă fără mongolism Se știe că trisomia care caracterizează anomalia mongolismului interesează cromozomul Aceste constatări pun problema unor legături strînse între cromozomul și leucopoieza, mai exact granulopoieza După Lejeune ar exista unele gene purtate de cromozomul care controlează producția globulelor albe determini ud caracteristicile morfologice și funcționale ale acestor celule în cazul leucozelor acute limfoblastice s-a descris o deleție la nivelul brațelor lungi ale perechii a -a de cromozomi în macroglobulinemia Waldenstrom s-a descris existența unei clone celulare cu cromozomi, prezentînd un element supranumerar anormal, foarte lung, probabil format prin sudura cap la cap a celor două brațe lungi ale perechii a -a de cromozomi, denumit izocromozom (Bottura, German) CROMOZOMII ȘI ENZIMELE — Cromozomul și fosfataza alcalină: scăderea fosfatazei alcaline la polinucleare în leucoza mieloid^ cronică cît șî creșterea acestei activități în polinuclearele neutrofile la bolnavii suferind de mongolism este legată de modificările descrise ale cromozomului — Deficiența în glucozo- -fosfat-dehidrogenază (G- -PD): această deficiență care reprezintă o anemie enzimopenică, are un caracter ereditar si familial purtat de cromozomul sexual X Apariția unei mutații defavorabile pentru o genă care comandă sinteza unei enzime determină la individul heterozigot o scădere a activității enzimatice cu aproximativ % Pentru genele legate de cromozomul sexual X există anumite particularități ce sînt descrise în capitolul anomalii enzimatice prin G- -PD ANTICORPII DE GRUPĂ SANGUINĂ Anticorpii de grupă sanguină sînt proteine serice sau plasmatice, avînd ca suport proteic cele trei imunoglobuline și anume IgM, IgA si IgG în consecință din punct de vedere imunochimic, ca și pentru alte domenii, în problemele de imunohematologie se disting trei categorii de anticorpi: IgM, IgA anticorpi dobindiți, care apar sub efectul ’upali din sistemul ABO se г(,„ ,нГ!пР,' ,ПС/ de,vede™ “ mecanismului de apariție, anticorpii grupali se mparț în doua categorii, anticorpi naturali care apar spontan in ser si earp аКГЙ£ importantă a grupelor clasice unui stimul antigenic Anticorpi regulari și iregulari Anticorpii liberi i„ „„„ BOI i g(| cu b h aclulinineVat antici,r , ' si se numesc An ticorpi autoanticorpii linoide “"‘li d',' ’ eHpleglulinoide: izoanticorpii cit și I >t fi I p complot, complot și așa-numitele criptaglobu- Anticorpii de tip complet: se numește anticorp do lip complet acela cure, în prezența antigenului produce aglutinarea util in mediu salin (ser fiziologic) cit și in mediu albuminos (ser uman sau albumină bovina) Anticorpii corn pleți sini termolabili (se distrug la °C timp de I ora), se neutralizează prin antigenul corespunzător aliat in stare solubila (ca saliva de secretor etc ) Sini anticorpi naturali (anti-A, anli-B) sau dobîndiți dar de imunitate, recenta Anticorpii de tip incomplet: produc aglutinarea in mediu albuminos și nu in mediu salin, sînt termostabili și nu se neutralizează prin Huliganul solubil Anticorpul de tip incomplet, deși in mediu salin nu produce aglutinare, totuși se fixează pe supr -ază prin substanțe antigenice specifice de grupa denumite izoaglutinogene și anticorpi specifici sau izoaglutinine* Aglutinogenele se află pe eritrocite iar aglutininele se găsesc în plasmă sau ser Kglutininogenele si aghiHninrle grupelor ABO Aghitinogendo po eritrocite Aglutiuinc în ser A В autLB unt L A anti'A si anti-B Prezența celor patru grupe arata o distribuție inegală in rin duriie popu lației Datele statistice obținute de noi pe un număr de circa aO UOO donatori de sînfite &i Centrului de Hematologie București arată următoarea proporție NOȚIUNI DE GENETICĂ PRIVIND SISTEMUL ABO Cele patru grupe ABO și AB se caracterizează prin trei gene alele А В și Combinațiile posibile ale celor trei alele sînt: Genotipul unui individ fiind format, pentru un caracter dat-, din două gene purtate de un cromozom omolog, toate combinațiile posibile pot fi realizate între cele trei alele А В și Aceste combinații in număr de intre factorul primit de la mamă și cel de la tată sint redate in tabelul III Tabelul III Acest tabel arată că: fenotipul A se poate exprima în două eventualități: AA, A Astfel grupa A poate să corespundă la două genotipuri AA homo-zigot și АО heterozigot De asemenea grupa В corespunde la genotipuri BB homozmot și B heterozigot Grupa este întotdeauna homozigotă iar grupa AB are de asemenea un singur genotip întotdeauna heterozigot ( ) Reguli importante: A și В nu apar la copii dacă lipsesc la părinți A și В pot să nu apară la copii chiar dacă se găsesc la părinți Caracterul poate să apară la copii chiar dacă nu există in mod aparent la părinți r Părinții nu pot avea copii AB Părinții AB nu pot avea copii de grupă Copii posibili t opii imposibili O nici unul SUBGRUPELE SISTEMULUI ABO Unele probe de eritrocite de grupă А, В sau AB dau reacții slabe cu anumite antiseruri, caracterizînd prezența unor antigene slabe care reprezintă variantele sau subgrupele sistemului ABO Subgrupele A: principalele subgrupe sînt Ai sau A tare și A sau A slab, acesta din urmă caracterizîndu-se prin reacții de aglutinare slabe față de serul anti-A Datorită acestor subgrupe, grupele A și AB se împart în: Ai, A , AiB și A B Alte subgrupe A ca și subgrupele В sînt excepțional de rare și nu prezintă importanță pentru boala hemolitică a nou-născutului Genotipul și fenotipul subgrupelor Ai și A Fenotipul Ai are trei geno-tipuri: Ai Ai, AiA , AjO Fenotipul A are două genotipuri: A A , A O Compoziția antigenică a subgrupelor Ai și A : subgrupele Ai și A posedă un antigen comun, antigenul A Factorul Ai mai posedă un antigen propriu care este Ai iar A nu posedă antigenul AP Eritrocitele de tip A conțin din abundență substanță H iar cele Ai conțin în cantitate foarte redusă sau nu conțin deloc substanță H Subgrupa Ser anti-A ' Ser anti-A, Ser anti-H Substanța H: acest antigen este considerat azi ca un precursor al anti-genelor de grupă din sistemul ABO Astfel grupa O conține cea mai mare concentrație în antigen H Sub influența genelor A și B, antigenul H a fost АЗ' ^ ^ - ^ Fig Variația concentrației substanței H în eritrocitele O și subgrupele A parțial convertit in antigene de grupă A și B Această convertire este aproape puțin completă pentru gena A și mai b efectul genei O convertirea substanței cea mai mare concentrație în substanță RwuMii d? idvuiilicrtte intre grupa și tipul „Hotubrt)” sau O? Eritrocite At Eritrocite A , Eritrocite В Eritrocite O eritrocite erinoeiio „/н'Н 'ЬнГ’ ((>/,) Aer ( La indivizi secretori: substanța H prezentă și A absent A și H absent în salivă A și H prezent in salivă NOȚIUNEA DE ANTI- ȘI ANTI-H Unele seruri de la indivizii de grupă Ax și AXB aglutinează eritrocitele A menționîndu-se că astfel de seruri conțin anticorpi anti-A Ulterior s-a constatat că aceste seruri aglutinează și eritrocite O, incit denumirea de anticorpi anti-Â nu mai putea fi susținută Astfel s-a creat noțiunea de anti- alături de cea de anti-H, ambele specifice Diferențierea se face pe baza comportării serului față de substanța solubilă H din saliva de secretor: anticorpii care aglutinează eritrocitele A și O se numesc anti- atunci cînd nu sînt neutralizați de substanța H din salivă în caz cînd anticorpii se neutralizează prin saliva de secretor atunci se numesc anti-H ( ) SUBGRUPELE A ȘI IZOIMUNIZARE^ Printre subgrupele A, factorul Ax are antigenitatea cea mai mare, apoi în ordine descrescîndă urmează A cunoscut ca un antigen slab, și ceilalți factori ca A , Ax etc Se știe că boala hemolitică a nou-născutului in sistemul ABO nu apare decît față de Ax cînd mama este de grupă O și copilul de erupă Ai- Factorul A fiind antigen slab nu dă naștere la apariția unei astfel de incompatibilități, mama neimunizîndu-se față de A Indivizii de erupă A r \ și i> i ară acest ser anti-AB, multe determinări de subgrupe pot fi luate drept grupe O, ceea ce poate duce la reacții posttransfuzionale dacă sînt transfuzate la primitori O De asemenea, pe lingă proba Beth-Vincent, efectuat cu cele trei anti seruri: anti-AB, anti-B și anti-A, trebuie aplicată în mod obligatoriu și proba Simonin de cercetare a aglutininelor serice Cele mai frecvente erori intîlnite în determinarea grupelor sanguine, cînd nu se respectă recomandările de mai sus sînt: etichetarea ca grupă O a unor subgrupe A sau etichetarea ca grupă В cînd în realitate este un AB III TEHNICI DETERMINAREA GRUPELOR SANGUINE ABO Determinarea grupelor sanguine ABO se face pe lamă sau două probe obligatorii: Determinarea aglutinogenelor (proba Beth-Vincent) Determinarea aglutininelor (proba Simonin) în tub prin DETERMINAREA AGLUTINOGENELOR (proba Beth-Vincent) Se folosesc seruri heniotest: O (anti-A, B) Metoda pe lamă Pe lamă se pune succesiv, cu pipete deosebite, cîte o picătură de ser hemotest în ordinea următoare: O la stînga, A la mijloc, В la dreapta ~ Cu colțul unei lame se adaugă o mică cantitate de sînge pe fiecare pică-ura de ser, schimbînd colțul lamei pentru fiecare picătură de ser hemotest amestecîndu-se pentru omogenizare, iar picătura de sînge să fie de circa ori mai mică decî t cea de ser Lama se ia în mînă și i se imprimă o mișcare lentă, rotativă Citirea se face în primele — minute, cu ochiul liber ( ) NTERPRETAREA REZULTATELOR i o aglutinare, amestecurile w , toate trei picăturile nu apare nici rămlnind undorme, colorate !n roz, etngele do К Daca apare aglutinare cu serurile O ’ " ‘ ‘ r A, sîngele de cercetat aparține grupei A Citirea s I hcr Folosirea serurilor adsorbite de om sau de animal cu acțiune specifică anti-Af , • * • • - j Se amestecă pe o lamă o picătură de ser anti-Ai și o picătură de eritrocite de testat % în soluție cloruro-sodică izotonică Se omogenizează cu colțul unei lame Se imprimă lamei o rotație lentă și se observă cu ochiul liber pentru aglutinare ’ Citirea se face în — minute Rezultate: o aglutinare netă se obține cu eritrocite A! și AjB: aglutinare slabă cu eritrocite A - Lipsa de aglutinare indică prezența subgrupei A sau A B » FOLOSIREA DE LECTINE ANTI-A, » • - - • , ' ■ * ț ■ Se adaugă pe o lamă picătură de lectină an ti-Ai care se amestecă cu picătură de eritrocite spălate odată cu soluție cloruro-sodică izotonică, în suspensie % După omogenizare, reacția se citește‘prin rotirea lamei, în decurs de minut j Rezultate: identice ca pentru serurile adsorbite Determinarea antigenului H pe eritrocite prin folosirea de lectine anti-H: Se adaugă într-un tub picătură de lectină anti-H și picătură de suspensie de eritrocite % spălate, se omogenizează Se centrifughează tubul la ture/minut timp de minut Rezultate: Eritrocitele O și A dau reacție puternică de aglutinare Eritrocitele A, și AjB dau reacție negativă Șubgrupele intermediare A - etc dau o aglutinare slabă; eritrocitele В reacționează variabil de la reacții negative la reacții pozitive puternice Grupa „Bombay“ dă reacții negative f ȘI ANTI-H în unele seruri de indivizi de grupă Aj și А,В se pot întîlni anticorpi iregulan care aglutinează eritrocitele A și O Astfel de anticorpi sînt anti- și anti-H și acționează la rece, optimum termic fiind la ° și rareori la ° Aceștia din urmă pot da naștere la reacții hemolitice post-transfuzionale de aceea este importantă cunoașterea diferențierii anticorpilor anti- si anti-H și determinarea subgrupei indivizilor al căror ser conține astfel de anticorpi Metodă / • г m * • i ț, * * I ♦ ’ * w în tubul nr : se adaugă o picătură de ser de cercetat si o picătură v к I ' сопИпе Substanța H) n u nr’ ' adaugă o picătură de ser de cercetat și o picătură de saliva de secretor de grupă O (care în tubul nr J: i % \ de soluție cloruro-sodică izotonică (tub de • Se omogenizează ambele tuburi și se lasă timp de minute la tem- peratura camerei h în fiecare tub не adaugă o picătură de suspensie % de eritrocite O, не amestecă și se lasă minute la temperatura camerei u* i Se centrifughează I minut la ture/minut apoi se citește cu ochiul liber pentru aglutinare Rezultate: bacă în tubul I nu apare aglutinare înseamnă că substanța H dm salivă a neutralizat anticorpul iregular din serul de cercetat, ceea ce înseamnă că acest anticorp este un anti-H Daca în tubul apare aglutinare, înseamnă că saliva de secretor nu a neutralizat anticorpul din ser, iar anticorpul este un anti-O Tubul de control care conține numai serul de cercetat și eritrocite O trebuie să dea aglutinare Este important de a exclude alte aglutinine la rece ca anti-P, anti-Lewis etc CERCETAREA TIPULUI DE SECRETOR Substanțele specifice de grupă А, В și O (H) se întîlnesc nu numai pe eritrocite și alte celule ale organismului dar și în umori, printre care saliva, secreție ușor de recoltat Circa % din indivizii de rasă albă sînt de tip secretor, adică conțin în saliva substanța specifică de grupă și % sînt de tip nesecretor la care această substanță nu se întîlnește în salivă Tipul de secretor este o proprietate dirijată după legile genetice fiind sub dependența a două gene alele Se și se Genotipul Se/Se și Se/se reprezintă tipul secretor și genotipul se/se tipul nesecretor DETERMINAREA TIPULUI DE SECRETOR A ’ Prepararea salivei: saliva proaspăt recoltată, se centrifuszhează minute la — ture/minut Supernatantul clar se inactivează minute la ° Se amestecă , ml ser anti-A (fie de grupă O fie B) cu , ml salivă de cercetat diluată / în soluție cloruro-sodică izotonică Se lasă amo t ' ’ p л | ^' î I TEHNICA ELUȚIEI (ADSORBȚIE-ELUȚIE) Definiție: eluția reprezintă fenomenul de desprindere și eliberare a unui anticorp fixat pe suprafața eritrocitelor și trecerea lui în soluția supernatantă, ceea ce permite identificarea lui Eluția se folosește în următoarele împrejurări: — Pentru identificarea anticorpilor fixați pe ertitrocitele bolnavilor cu anemii hemolitice autoimune — Identificarea anticorpilor fixați pe eritrocitele fetale în caz de boală hemolitică a nou-născutultii — Separarea și identificarea unui amestec de anticorpi într-un ser — Identificarea subgrupelor slabe A sau В prin capacitatea de a absorbi anticorpii specifici corespunzător antigenului Tehnica eluției prin încălzire la °: Se spală de ori cu soluție cloruro-sodică izoloniea l ml de sediment de eritrocite, iar după ultima spălare se îndepăVtează cît mai mult posibil soluția de spălare Pe sedimentul de eritrocite spălate se adaugă un volum egal de soluție cloruro-sodică izotonică După omogenizări , se pune tubul in baie de apă la b e pentru minute, agitîmlu-se continuu in această perioadă lobul este centrifugat imediat in cupe do centrifugă Încălzite la ° și umplute cu apă la ° pentru a feri tubul do răcire Se centrifughează rapid, la o turație mare și un timp cit mai scurt posibil pentru a sedimenta eritrocitele Imediat după cenlrifugure se indoparteaza supeimatanl ul cure reprezintă eluantul ' ' Recomandări: cînd eluantul nu poate fi identificat in primele ore, se recomandă în timpul utilizarea unui ser AB in locul soluției cloruro-sodică izotonică Nu se folosește serul AB cînd se eluează anticorpi imuni anti-A sau anti-B • • • TEHNICA ADSORBȚIEI Adsorbția se folosește pentru separarea și identificarea unui amestec de anticorpi dintr-un ser Astfel de cazuri se întîlnesc la bolnavi cu anemie hemolitică cu autoanticorpi sau la bolnavi politransfuzați și imunizați față de mai mulți factori eritrocitari Această tehnică de adsorbție se folosește combinată cu eluția pentru identificarea anticorpului Astfel dintr-un ser care conține doi anticorpi, unul poate fi adsorbit pe eritrocitele care conțin antigenul, lăsînd celălalt anticorp liber în ser Eluția anticorpului adsorbit permite identificarea lui Operațiunea de adsorbție-eluție trebuie repetată de multe ori pentru a putea separa anticorpii Pentru adsorbție se recomandă folosirea de eritrocite care sînt homozi-gote pentru antigenul corespunzător anticorpului îndepărtarea dintr-un ser a aglutininelor la rece se face prin adsorbția lor la ° iar pentru anticorpii lâ cald se lucrează la c Exemplu de depistare a antigenului A foarte slab din subgrupa care poate fi confundată cu grupa la proba Beth-Vincent iar la Simonin conține o aglutinină beta Tehnica de adsorbție-eluție: volum de eritrocite spălate de ori; volume de ser anti-A cu titru / — / Amestecul se lasă de ore la ° Apoi se spală de ori cu ser fiziologic rece Se face o suspensie de % și se incubează minute la °, apoi se cen-trifughează rapid la ° Supernatantul se decantează și se cercetează pentru prezența de anticorpi anti-A Dacă există astfel de anticorpi, eritrocitele conțin factor A ce nu poate fi identificat direct la proba Beth-Vincent fiind un aglutinogen foarte slab din subgrupa A CERCETAREA ANTICORPILOR IMUNI ÎN SISTEMUL ABO DIAGNOSTICUL BOLII HEMOLITICE A N U-N SCUTULUI PRIN INCOMPATIBILITATE ABO I zoimunizarea în sistemul ABO se caracterizează din punct de vedere iinunoserologic prin apariția în sîngele mamei de anticorpi imuni de tip ineom-pleți anti-Л sau anti-B, Anticorpii incompleți sînt întotdeauna rezultatul unei izoimunizări si se disting de aglutininele alfa și beta naturale prin: dau reacție pozitivă numai în mediu albuminos si negativă în ser fiziologic; ’ rezistența lor lata de căldură: sînt termostabili, rezistă la ° o oră sau la ° timp de minute; nu Sînt neutralizați do substanța specifică de grupă în st ne (salivă de secretor) * timp de solubila Izoimunizarea în sistemul ABO se inlilnești uman primește, pe diferite cai, aglul inogenul i te ori organismu * • pe cale transplacentară: — mama O, copil A sau В — mama B, copil A sau AB — mama A, copil В sau AB Grefe tisulare izologe Vaccinoterapia: substanța specifică de grupă A este destul de răspin-dită în natură Se găsește iu anumite microorganisme, în țesuturi animale ca stomacul de porc sau de cal, în sucul gastric, în pepsină și peptone extrase din mucoasă gastrică Prezența substanței specifice de grupă A în peptonă explică mecanismul important și foarte frecvent al izoimunizării anti-A prin vaccinurile preparate pe medii cu peptonă îj ' Cercetările noastre, ^efectuate încă din anul * asupra vaccinurilor preparate la noi in țară au arătat că vaccinul T A B conținea substanță specifică de grupă A în concentrație mare în vederea aprofundării izoimunizării anti-A, am efectuat cercetarea se-rologică a persoane de grupă O care s-au vaccinat in mod reglementar eu vaccin T A B în acest scop s-au cercetat anticorpii imuni anti-A înainte de vaccinare Ia zile după prima inoculare și la zile după ultima injecție \ aeeinarea a fost făcută subcutanat printr-un număr de injecții, la zile interval, prima de , ml a doua și a treia de , ml Cer cetind serul celor persoane comparativ înainte de vaccinare eu T A B și după vaccinare, s-au obținut următoarele rezultate: lipsă de anii corpi imuni înainte de vaccinare O creștere netă a anticorpilor anti-A in mediu salin și mai ales in mediu albuminos, la zile după prima inoculare După zile de la ultima inoculare, litrul in anticorpi incompleți a ajuns la toți între / și / , ajungind peste litrul inițial al anticorpilor naturali care n-a depășit la nici unul / Un singur caz a avut o creștere de la / la / Proba hemolizinelor anti-A înainte de inoculare a fost negativă la toți, iar după vaccinare s-a pozitiva t fără excepție in toate cele cazuri Vaccinarea a provocat apariția ant icorpilor imuni anti-A, ceea ce reprezintă o probă convingătoare asupra rolului jucat de vaccin in mecanismul acestei izoimunizări ' Cercetările noastre ulterioare ( ) au arătat că bivaecinul diftero-te-tanic, triva • Se fat diJuțiih* In шінііц bulin ți nlbununuHt Profvdeul cu -mercaploetaiiol țKondi \ , Mitrică Natalii t'hn i WbSli ■' "nltS h'uX''u an! KW,X do tip complot păs ferind u-și intactă activitatea anticorpi or de ttip ^complet, sistemul ABO cit și din sistemul Rh privind anticorpii an U-D А cU mercaptoetanolului se limitează numai asupra fracțiunii g j >UP P ' al anticorpilor naturali do tip complet, spre deosebire c ® m?’?cd IgG purtătoare de anticorpi incompleți care nu suferă modificări și ce își păstrează activitatea de anticorpi Reactivi- necesari: -mercaptoetanol M/ (proaspăt preparată) • Soluție cloruro-sodică izotonică (GINa °/ ) Ser AB (mediu albuminos) inactivat timp de minute la oo Eritrocite proaspăt recoltate, spălate de trei ori, conținînd antigenul corespunzător anticorpului din serul de cercetat Serul de cercetat inactivat minute la ° Metoda de lucru: — în două tuburi nr și nr se adaugă cîte , ml ser de cercetat și cîte , ml soluție M/ de -mercaptoetanol Ambele tuburi se incubează ore la ° — După incubare, din tubul se fac treceri seriale în soluție cloruro-sodică izotonică, cu voluih final de , ml pe tub, realizînd diluții de la / la / ,c r r — Din al doilea tub se fac treceri seriale în mediu albuminos (ser AB), volum final , ml, realizîndu-se diluții identice — în seria de tuburi nr se adaugă cîte , ml suspensie % de eritrocite în soluție cloruro-sodică izotonică — în seria de tuburi nr se adaugă cîte , ml suspensie % de eritrocite in mediu albuminos Se folosesc eritrocite A sau В în funcție de anticorpul de cercetat Rezultate: Anticorpi de tip imun absent: nu apare aglutinare nici în mediul salin nici în mediul albuminos r • • • • • • Anticorpi de tip imun prezent: în tuburile din mediul salin nu apare nici o aglutinare în tuburile din mediul albuminos există aglutinare putîn-du-se preciza și titrul lor I IV SISTEMUL Rh umani Л constatul, ci /io (le %, comun eritrocitelor umane și eritrocitelor de maimuță Maccaccus Rhesus Acest antigen a fost denumit factorul Macaccus Rhesus sau factorul Rhesus și mai prescurtat factorului Rh de la cuvîntul Rhesus ( ) DESPRE NOȚIUNEA DE Rh POZITIV ȘI Rh NEGATIV Daca serul de iepure anti-Rhesus se pune în contact cu sute de probe de eritrocite umane, se constată că circa % din probe sînt aglutinate iar restul nu Probele aglutinate arată prezența factorului Rh pe eritrocite, reacția este pozitivă, iar indivizii respectivi se numesc Rh pozitivi Probele care nu sînt aglutinate arată absența acestui factor, reacția este negativă și indivizii se numesc Rh negativi S-a dovedit astfel că factorul Rh nu este prezent la toti indivizii umani; numai % sînt Rh pozitivi (Rh-j-) și % Rh negativi (Rh-) ■ ' Factorul Rh se poate deci defini ca fiind un antigen specific de grupa sanguină comun omului și maimuței Maccaccus Rhesus ( ) ! • ■■ ■ IMUNIZAREA FAȚĂ DE FACTORUL Rh Importanța clinică a acestui factor sanguin și antigenitatea sa pentru om au fost precizate rapid după descoperirea lui Wiener și Peters ( ) au arătat că anticorpii anti-Rh erau capabili să producă reacții hemolitice posttransfuzionale Din punct de vedere ontogenetic, factorul Rh este prezent în megalo-blaștii din sîngele de embrion uman, începînd din prima lună de viață embrionară Apoi factorul se găsește în proporția menționată atît la nou-născut cit și la adult, prezența lui fiind absolut independentă de aglutinogenele clasice ABO sau de alte sisteme grupale Spre deosebire de sistemul ABO, la care se găsesc în mod natural agluti-ninele alfa sau beta, pentru factorul Rh și pentru tot sistemul de factori Rh nu există în mod spontan o aglutinină anti-Rh Anticorpii anti-Rh apar numai prin izoimunizare, în următoarele condiții: prin injectarea de sînge Rh pozitiv indivizilor Rh negativi pe cale intra-venoasa sub formă de transfuzii; prin injectarea de sînge Rh pozitiv indivizilor Rh negativi pe cale intra-musculară sau subcutanată; prin sarcină, cînd o mamă Rh negativă naște un copil Rh pozitiv și primește sînge fetal pe cale transplacentară; prin grefă tisulară izologă Se înțelege astfel importanța practică a factorului Rh atît in problemele de transfuzie cit кі în cele privind boala hemolitică a nou-născutuhii Descoperirea factorului Hh și punerea la punct a unor tehnici sensibile m domeniul miunologic a creat o legătură strînsă intre imunologie si hematologie, punhjd bazele creai o și dezvoltării unui nou capitol de patologie si anu-me, ununolnnnatologia, ( NOMENpLATUltA FA К Rh Rz Rh z Fisher-Race TaMul XI Factori sanguini Gene Autâgene corvspunz ăito are Fisher-Raoo Factorul rh° (d) fiind ipotetic, nu figurează în nomenclatura lui Wiener Tabelul XII Reprezentarea schematică a teoriilor lui Wiener și Usher-Race Wiener Fisher-Race Agluti- Factori Cromozomi nogen sanguini Anticorpi Cromozomi Antigene Anticorpi Rho Anti-Rho O singură s;enă R Rhl rh hr Anti-rh Anti-hr Gene strîns legate Anti- C Anti-e Tabelul XIII Frecvența combinațiilor de gene haploide a cîte trei cupluri din sistemul Rh Fisher-Race CDe î i cDE Y ede Cde Y CdE I cDe CdE CDE Wiener R R » r’ • r” o R° iy Rz Frecvența în Europa Occidentală , , , , , , Frecvente Rare • Foarte rare Formele genotipice posibile: împerecherea prin juxtapunerea a doi cîte doi a celor opt cromozomi (conținînd fiecare gene) duce la combinații genetice posibile Genotipul este rezultatul primirii a două grupuri de cîte trei factori, unul provenind de la mamă, celălalt de la tată,- transmise în bloc: CDe/cde etc sau după nomenclatura lui Wiener: Rjr etc Gena alelă a lui D este d Această genă d este denumită ipotetică sau amorfă, deoarece produsul acestei gene nu a putut fi identificat pînă in prezent pe eritrocite printr-o reacție serologioă din lipsa unui ser specific anti-d Din acest motiv, factorul d nu figurează în nomenclatura lui Wiener (tabelul XI) EREDITATEA FACTORILOR, DIN SISTEMUL Rh unuia din caractere nu exclude pe celălalt, amindoi factorii pot coexista p« i'Cel'Deei' unGindivid poate avea următoarea caracteristică ДДн fi numai C sau numai c sau Cc Nu exista indivizi fara nici unul dm acești f I•!' ’ ’ÎRA 'NAIІЕЛ ASCENDENȚILOR Șl DESCENDEN LOR GENETICE — Dacă dintr-o pereche soție Rh negativa (dd), soțul Rh pozitiv, se naște un copil Rh negativ (dd), soțul este obligatoriu heterozigot Dd — Dacă un individ are fenotipul CdDee, mama fiind cde/cde, individul trebuie să fio obligatoriu tio genotip CDe/cde, combinația cde venind obligatoriu de la mamă — Dacă un individ are fenotipul ccDEE, se căsătorește cu o femeie cde/ cde și au un copil cde/cdE, fenotipul individului este cDh/cdE PRINCIPII GENERALE DESPRE IZ MUNIZARE NOȚIUNEA DE SARCINĂ IIETEROSPEC F CĂ Șl HOMOSPECIFICĂ Pentru înțelegerea mecanismului de izoimunizarO față de toți factorii sistemului Rh sau alte sisteme sanguine, trebuie precizat că organismul uman se imunizează față de factorul care ii lipsește De exemplu: indivizii Rh negativi dd se imunizează față de factorul ) Indivizii CC se sensibilizează față de c și aceste exemple sînt valabile pentru orice alt factor Indiferent de formula gru-pală a mozaicului antigenic de pe eritrocitele mamei, pentru ca izoimunizarea să se producă, este suficient ca mama sa aibă în minus un aglutinogen prezent pe eritrocitele fătului Această regulă bineînțeles este valabilă și pentru izoimunizarea posttransfuzională Atunci cînd fătul conține, un aglutinogen etitrocitar care lipsește la mamă, izoimunizarea mamei este posibilă și sarcina se numește heterospecifică pentru un sistem sanguin dat în cazul cînd formula grupală între mamă și făt, pentru un sistem anumit, este identică, sarcina se numește homospecifică ALTE SISTEME DE GRUPĂ Pe lingă sistemul clasic ARD și sistemul Rh, o serie de alte sisteme sînt in prezent bine cunoscute Redăm mai jos o scurtă descriere de alte sisteme cu simbolurile respective sub titlu informativ și importanța lor in problemele de izoimunizaro privind transfuzia sanguină și boala hemolitică a nou-născutului SISTEMUL KELL Identificat și denumit Kell (K) apoi complotat ou un factor alei denumit UdJano (k), acest sistem cuprinde azi mai mulți factori, in număr de șapte Noua nomenclatură pentru Kell: K si pentru Cellaiio Ka, fiind cei mai importanți factori ni acestui sistem Frecvența pentru К este de U% și pentru к do % Acest sistem prezintă interes datorită factorului К cu o putere w>bgemca identică cu a factorului D din sistemul Rh Izoln}unlzare* însă foarte rar datorită frecvenței foarte reduse de numai / al f fc » • • ♦ - t - I « » • Tabelul XVI Fenotipi și genotipi în sistemul Duffy Fenotipi Genotipi Frecvență % la rasa albă Frecvență la rasa i|eagra Fy (a H- b ) Fy (a -t- b -F ) Fy (a — b + ) Fy (a — b —■) Fyii Fyb f?ya pyb Fyb Fyb Fy Fy ‘ "■ «и — - GS SISTEMUL KIDD Se compune din doi factori lkil și Ik ' Punerea în evidență a anticorpii я din acest sistem necesită ser proaspăt și aplicarea testului Goombs indirem după tratarea eritrocitelor cu fermenți proteolitici ca tnpsina ^el mai rec-vent se întîlnesc anticorpii anti-Ika iar anti-Ikb este foarte rar S-au descris în rare cazuri izoimunizări ca reacții posttransfuzionale și boala hemolitică a nou-născutului datorită acestui sistem în reacția Goombs se folosesc seruri anti-gamaglobulină sau antmegarnrna-globuline sau amestec Recent s-au pus în evidență indivizi cu fenotip Ik (a b ) datorita unei a treia alele Ik Tabelul XVII Fenotipi și genotipi în sistemul Kidd , Fenotipi Genotipi Frecvență % la газа alba Frecvență % a rasă neagră Ika Ika Ika Ikb Ikb Ikb Ik Ik extrem de rar f - • • • SISTEMUL DIEGO = DIa și DIa Factorul DIa este legat de o anumită rasă și anume de indienii din America de Sud în rasa albă și neagră nu se întîlneste DIb s-a descoperit recent ca alela lui DIa și este în curs de studiu Anticorpii anti-DIa sînt de tip incomplet și se pun în evidență mai bine cu reacția Goombs ' SISTEMUL LUTHERAN: Lua ȘI Lub Acest sistem conține două alele Lua și Lub Frecvența factorului Lua este de °o și a lui Lub de % Anticorpii acestui sistem sînt rar întâlniți și sint naturali și iregulari Nu prezintă interes în problemele de transfuzie SISTEMUL P-Tja (Moulinier) i ■ Acest sistem este compus din doi factori Pi și P ce se pot identifica cu un singur ser anti-P^ reacția pozitivă cu serul anti-Pi identifică fenotipul P-pozi-tiv și reacția negativă identifică fenotipul P-negativ Anticorpii anti-Pi sînt naturali și acționează la rece între și ° și se întîlnesc la indivizii P Reacția cu acest anticorp apare la temperatura de ° în apă cu gheață Nu prezintă importanță în transfuzie Frecvența: Pi = % și P = % Anticorpii de tip Donath-Landsteiner (anti-DL): Constau intr-o hemolizină bifazică care se fixează pe eritrocite la temperatura de ° și produce hemoliză la °, deci în două faze, rece-cald Această hemolizină prezintă o specificitate anti-P fixîndu-se pe eritrocite P-pozitive în prezența complementului care este necesar atât în faza rece cit și în cea caldă Anticorpii anti-DL sînt autoanticorpi și se întîlnesc în hemoglob inuria paroxistică a frigore, producând crizele de hemoglobinurie Anticorpii anti-Tja: Sînt de tip IgM care fixează complementul Se întîlnesc extrem de rar la indivizii care aparțin fenotipului p în acest sistem s-au mai descris alti trei factori Ркт, Pk» si p, a căror identificare și legătură cu sistemul P sint încă in studiu SISTEMUL li Anticorpul acestui sistem a fost intîlnit și descris de Wiener la un bolnav Eujuijfid du o HiHdH'ju lienioluuloiniună (*u tuiticorpi н гѳсо, Ac i fără antiooagulant și a singelui Standard cunoscut și Rh-— se Iaca în telul următor: Sîngele de cercetat se recoltează din pulpa degetului: eu pipete Pasteur se pune inlr un tub de hemoliză o cantitate de ajutorul unei — ml După O ее se coagulează, ве sparge cheagul cu virl'ul pipetei Pasteur, obțmindu-se eu-trocitele necesare in suspensie do ser propriu Rh nozi- Se procedează identic pentru recoltarea eritrocitelor cunoscute Kh po '" *' DetomSea factorului HM D) se poale face și cu singele recoltat pe anti-coagulant în acest caz, reacția apare mai tardiv Tehnica determinării: pe o lamă se pune o picătura mate de sei ai t К care se amestecă cu o picătură din suspensia de eritrocite de cercetat S > omogenizează cu colțul unei lame n Pe o a doua lamă se repetă aceeași operație cu eritrocitele cunoscute Rh pozitive și Rh negative „ Lamele sînt așezate in cutia Petri, pe două baghete de sticla e func u cutiei Petri se află o hirtie de filtru umezită cu apă, realizind o camera umeda, care evită uscarea picăturilor de sînge Totul se pune în termostat si reacția se citește, după — ore la ° ж Interpretarea rezultatelor Dacă singele de cercetat este aglutinat, rezultă ca singele este Rh pozitiv, în picăturile de control, eritrocitele Rh pozitive trebuie să iie aglutinate, iar cele Rh negative nu trebuie să, iie aglutinate Lipsa de aglutinare cu eritrocitele de cercetat indică faptul că singele este Rh negativ CERCETAREA ANTICORPILOR ANTI-Rb Anticorpii anti-Rh prezintă azi o mare importanță practică și punerea lor în evidență lămurește o serie de fenomene legate de izoimunizarea provocată prin transfuzie sau sarcină Căutarea lor se face pe baza caracterelor serologice, iar tehnicile întrebuințate sînt multiple Cele mai simple tehnici se bazează pe decelarea lor în mediu salin sau albuminos In rezultat negativ la această metodă nu echivalează cu absența anticorpilor Se folosesc atunci tehnici mai sensibile, ca testul cu eritrocite tripsini-zate sau papainate, testul antiglobulinic Cu ajutorul acestor teste, în special testul cu eritrocite papainate sau testul antiglobulinic, se pun în evidență anticorpii incompleți anti-Rh și autoanticorpii incompleți nespecifici, pentru studiul proceselor de imunitate în anemiile hemolitice Examenul serologic al sîngelui care provine de la o femeie gravidă sau lăuză suspectă de izoimunizare, urmărește decelarea anticorpilor iregulari Se stabilește in primul rlnd grupa sanguină și factorul Rh al sîngelui, apoi se determină, dacă este posibil, și alți aglutinogeni Dacă femeia este negativă tată — ser uman AB IV lipsit de anticorpi iregulari — eprubete de hemoliză — pipete Pasteur Tehnica: se fac diluții crescînde în ser AB(IV) ale serului de cercetat, volum final , ml Se adaugă în fiecare eprubetă cîte , ml suspensie de eritrocite % ( ) Rh pozitive în ser AB Se ține ore la ° După ore se citește reacția Daca apare aglutinare, serul de cercetat conține anticorpi anti-Rh Diluția cea mai mare a serului care mai determină aglutinare reprezintă titrul serului de cercetat Aceeași operație se repetă paralel în condiții identice cu eritrocite ( ) Rh negative care nu trebuie să dea aglutinare termostat ", servind ca martor Rezultatele obținute nrin de serul dă aglutinare nare în mediu salin: eoni numai in mediu albuminos și ie numai anticorpi incompleți: e in mediu salin și in mediu albuminos: ite mai mic decît titrul albuminos, serul conține doua ^omuleți și incompleți; titrul salin este identic cu cel albuminos, exista doua posibili- Această operație incompleți Se repetă apoi o tați: — prima posibilitate: doua posibilitate: l , - - pleti, insă anticorpii incompleți sînt la un titru x completi Pentru a dovedi această posibilitate se procedează in felul tor: serul de cercetat se încălzește la °, timp de de minute „ntip ,,,nii Această operație distruge anticorpii compleți, lasind intacți anticorpii incompleți Se repetă apoi o titrare în mediu salin și albuminos Daca serul conține numai anticorpi completi, titrul salin și titrul albuminos scări ZDacă serul conține anticorpi completi și incompleți, titrul salin scade la zero, iar cel albuminos prezintă aglutinare la un titru mai scăzut decît titrul serului netratat prin căldură serul nu dă aglutinare, nici în mediu salin, nici în mediu albuminos: acest rezultat poate fi datorit lipsei totale de anticorpi, lotuși nu exclude prezența anticorpilor, care necesită tehnici'' mai pretențioase, cu eritrocite papainate sau testul antiglobulinic Astfel de anticorpi, denumiți și cripta-glutinoide, se întîlnesc destul de frecvent serul conține numai anticorpi compleți; a serul conține, atît’ anticorpi compleți cît și mcom-| scăzut decît cei TESTUL CU ERITROCITE PAPAINATE întrebuințarea fermenților proteolitici în serologie a adus un aport însemnat în cercetarea anticorpilor incompleți, papaina fiind reactivul cel mai indicat Reactivi: — pulbere de papaină — fosfat disodic — clorhidrat de cisteină, folosit ca activator al acțiunii papainei Tehnica: se prepară următoarele soluții I Papaină pulbere , g Ser fiziologic ml II PO HNa H O , g Apă distilată ml III Clorhidrat de cisteină , g Ser fiziologic ml Cele soluții se conservă separat Soluția I se obține prin dizolvarea pulberei de papaină în ser fiziologic Se agită puternic apoi se lasă minute în baie la ° Dacă pulberea de papaină nu se dizolvă complet, se decantează supernatantul si se păstrează în stare congelată Soluția II: este o soluție tampon care se conservă in frigider Soluția III de clorhidrat de cisteină cu acțiune activatoare se conservă congelată Papainarea eritrocitelor: în momentul întrebuințării se amestecă volum din soluția I cu volum din soluția II și volume din soluția acest amestec se umple omogenizează și se centruugricii/ Iste suficientă o singura spălare, cata pentru a fi folosite pentru , sau ant'menelor eritrocitare cu seruri specifice cunoscute Eritrociițele papainate decelarea anticorpii o r uen tr u de terminarea ERORI DE INTERPRETARE CÎND SE LUCREAZĂ CU ERITROCITE PAPAINATE Reacții fals pozitive: o aglutinare poate să iie datorita vinei preparări greșite a eritrocitelor papainate, dacă ele sînt incubate cu enzime mai mult decît trebuie De asemenea, un anticorp fixat pe eritrocite poate să determine aglutinarea lor Reacții fals negative: determinarea necesită un martor sigur pozitiv și unul sigur negativ Reacțiile fals negative se pot întilni: a) ducă reactivul se învechește sau se ^conservă în condiții proaste; b) dacă spălarea eritrocitelor a fost insuficientă: urme de ser uman pot inhiba acțiunea fermentului proteolitic, datorită puterii antiproteolitice a serului uman; c) dacă reacția enzimatică a fost efectuată in etuvă uscată in loc de baie de apă (schimbul termic intirziat la termostat) PAPA NA ACTIVATĂ CU EDTA (Tehnică personală) Principiu: tehnica clasică folosește clorhidratul de cisteină in tampon fosfat pentru activarea papainei In tehnica prezentă se folosește o soluție de EDTA-Naa pentru activarea papainei Reactivi: soluție de papaină % în ser fiziologic Se lasă minute la ° apoi se poate întrebuința Se păstrează în frigider la ° — EDTA-Na soluție % în ser fiziologic Soluțiile se conservă separat Tehnică: papainarea eritrocitelor Se face următorul amestec extemporaneu: — soluție de papaină — parte — soluție EDTA-Na — părți După spălarea eritrocitelor de ori cu ser fiziologic, se amestecă picătur i de sediment du eritrocite spălate cu picături do amestec de papaină cu EDTA So mcubează minute la ° apoi se spală o singură dată cu ser fiziologic, oritrocitola nsllel papainate sint'gata pentru a fi folosite in reacție - , TESTUL ANTIULOBUIilNIC COOMBS-MOUllANT-RACE Principiu: reacția Coombs se bazează pe proprietatea anticorpilor incompleți de a se lixu pe suprafața eritromtelor, fără să producă aglutinarea lor, învelind fiecare eritrocit cu un strat artificial compus din globSline-anti- — Laborator clinic (hematologie) - Г ' ?огрі Astfel de eritrocite sînt aglutinate de un ser cu acțiune antiglobulma umană ( ) w animalelor Serul antiglobulină umană se prepara prin imunizarea ai maiiio liepuri capre, cai) cu ser uman total sau imunoglobuline umane pun , îgG CercetărileViciile în special cu anticorpii incompleți din sistemul Rh au arătat valoarea testului antiglobulinic pentru depistarea anticorpilor« fie pe eritrocite (test direct), fie în ser (test indirect) suportul proteic acestor anticorpi fiind IgG, iar puterea antiglobulinică a serului fiind specifica pen- Gu un astfel de ser specific anti-IgG nu se pot însă depista și anticorpii al căror suport proteic este IgM sau IgA Astfel un ser antiglobulinic anti-IgG rezolva majoritatea problemelor IgG fiind întîlnit foarte des ca suport pentru anticorpi Totuși în patologie este necesară și depistarea altor anticorpi denumiți negammaglobulme (fie IgM fie și mai rar IgA) Pentru practică este deci importantă folosirea unui ser antiglobulinic fie polivalent antigammaglobulină și antinegammaglobulină sau specific anti-IgG și specific anti-lgM, sau anti-IgA ( Anticorpii legați de gammaglobulină "sînt: sistemul Rh; S-s; K-k; Fya—Fyb; , — Anticorpi legați de negammaglobuline: Sistemul P; ,,Lua — Lub, Lea — Leb; Jka — Jkb; I—i; Anticorpii imuni anti-A și anti-B sînt gammaglobuline și uneori slab negammaglobuline , ' — Anticorpii Lea—Leb rar pot fi gammaglobuline O caracteristică importantă: serul anti-negammaglobuline folosit In reacția Coombs necesită prezența complementului pentru a pune în evidență anticorpii negammaglobulinemie CONDIȚIILE PENTRU FOLOSIREA SERULUI DE ANIMAL ANTIGLOBULINĂ UMANĂ Serul obținut după imunizarea animalelor este denumit ser brut Serul brut prezintă următoarele proprietăți: are o acțiune aglutinantă prin anticorpi antispecie, aglutinînd orice eritrocit uman; acțiune precipitantă: dacă serul antiglobulinic se pune în contact cu un ser uman, apare o opalescență caracteristică reacțiilor de precipitare la limita de separație intre cele două lichide (reacția Uhlenhut) a treia proprietate este reprezentată de acțiunea antiglobulinică, ce se pune în evidență prin aglutinarea eritrocitelor care sînt îmbrăcate cu к TESTUL COOMBS DIRECT PE LAMĂ (test eritrocitar) II “ ‘‘ S,'Utf' ІП ViV°’ aStfd tlm₽ul lanț Un volum de , mi u-ilroeitA^spafă de V/'od Eritrocitele de bolnavi TESTUL ANTIGLOBULINIC ȘI ROLUL COMPLEMENTULUI Există anumiți anticorpi de tip incomplet care nu pot fi puși în evidentă prin testul Coombs decît în prezența complementului Astfel de anticorpi se fixează pe eritrocite, dar serul antiglobulinic nu da reacție pozitivă decît atunci cînd se adaugă și complementul Anticorpii care necesită prezența complementului sînt de tip ne-gammaglobulină, iar serul antiglobulinic, pentru a-i pune în evidență, trebuie să aibă o acțiune anti-negamma Anticorpii anti-K și anti-Jka dau reacția Coombs pozitiva numai în prezența complementului Aceeași comportare se întîlnește și pentru următorii anticorpi: anti-Pi, flnti-PH- Px, anti-Lutheran, anticorpi imuni anți-A și anti-B, anticorpi anti-li De asemenea autoanticorpii la rece întâlniți la bolnavi cu anemii hemolitice clștigate r Pentru a pune în evidență astfel de anticorpi este deci necesară prezența complementului, condiție care se realizează prin folosirea serului de cercetat proaspăt recoltat și neinactivat pentru sensibilizarea eritrocitelor ' Dacă~seî“ut de cercetat se păstrează congelat, deseori prezintă o acțiune anticomplementară In asemenea cazuri se adaugă o cantitate mai mare de ser proaspăt, pentru a aduce complementul necesar în reacție Testul antiglobulinic direct in două trepte, prin adaos de complement: — eritrocitele de cercetat se spală de ori cu ser fiziologic — se face o suspensie de % în ser fiziologic — se amestecă picături de suspensie de eritrocite spălate cu picături de ser normal proaspăt de grupă AB sau izogrupă cu eritrocitele de cercetat Serul trebuie să fie de la o persoană nesecretoare — se incubează la ° minute — se spală eritrocitele de ori — se amesteca pe o lamă picătură de eritrocite spălate cu o picătură de ser antiglobulinic adsorbit PRECAUȚII IMPORTANTE ÎN APLICAREA TESTULUI COOMBS Serul antiglobulinic trebuie să fie titrat și cunoscut pentru acțiunea lui antigamma și antinegammaglobuline — Deoarece titrul negammaglobulinelor este mult mai scăzut decît titrul gamrnaglobulinelor, serul se va folosi adsorbit și nu diluat, deoarece diluția poate anula titrul antiglobulinic pentru anticorpi negammaglobuline — Eritrocitele folosite pentru sensibilizare trebuie să fie proaspete recoltate de cîteva ore și numai pe soluție de titrat trisodic * ’ — Nu se vor folosi eritrocite din cheag nici pentru testul direct pentru testul indirect, deoarece anticorpii la rece incompleți In multe seruri normale, noi da reacții Гак пмѵіііѵ nici care se găsesc МЙІІІ ж ’Л* • - punerea în evidență a anticorpilor negammaglobuline, serul ! este nevoie de prezența complementului produce îmbrăcarea eritrocitelor cu astfel de anticorpi a deosebi anticorpii la cald de cei la rece, se vor face doua — • - ’ * ° o , cu eritrocite proaspete itrat Determinarea testului pe eritrocitele sensibilizate trebuie — Pentru trebuie folosit proaspăt, deoarece pentru a — Pentru sensibilizări: una la ° și alta la rece, sau recoltate pe c: efectuată imediat după spălarea lor FACTORI DE EROARE ÎN APLICAREA TESTULUI COOMBS Reacții fals pozitive Folosirea serului antiglobulinic insuficient adsorbit sau insuficient diluat, conținînd aglutinine heterofile antieritrocite umane Prezența de anticorpi compleți la rece: testul nu se poate efectua daca serul de cercetat conține anticorpi la rece, care aglutinează eritrocitele supuse sensibilizării Pentru a evita o astfel de aglutinare se recomandă încălzirea suspensiei de eritrocite timp de minute la ° apoi spălarea lor de — ori cu ser fiziologic încălzit la °, înainte de efectuarea reacției cu serul antiglobulinic j Prezența de autoanticorpi incompleți la rece Astfel de anticorpi se pot întîlni și la indivizii normali Dacă eritrocitele folosite provin de la o probă de sînge recoltată fără anticoagulant iar sîngele este ținut intr-o atmosferă rece, astfel de autoanticorpi la rece de tip IgM se fixează pe propriile eritrocite în prezența complementului serului propriu Reacția Coombs făcută pe astfel de eritrocite dă reacții fals pozitive Pentru a evita astfel de reacții, sîngele trebuie recoltat întotdeauna pe soluție de citrat de sodiu , % Citratul de sodiu avînd o acțiune anticomplementară împiedică îmbrăcarea eritrocitelor cu complexul anticorpi-complement Reactivi infectați: Serul antiglobulinic infectat sau eritrocite infectate dau reacții nespecifice de panaglutinare ’ Eritrocite insuficient spălate: • O cantitate relativ mare de plasmă sau ser în suspensia de eritrocite, produce o precipitare cînd vine în contact cu serul antiglobulinic O astfel de precipitare, prin antrenarea de grămezi de eritrocite, simulează o reacție pozitivă ' Citirea tardivă: Reacția trebuie citită în primele — minute O întîrziere care duce la uscarea picăturii dă naștere la reacții fals pozitive (pseudoaglutinare) Compoziția sticlăriei Sterilizarea repetată a sticlăriei, in care se păstrează serul fiziologic sau citratul de sodiu, eliberează siiciu coloidal capabil să producă aglutinarea eritrocitelor Lamele vechi zginate pol favoriza acest fenomen Modul de preparare a apei distilate: S |,i, r“-c'l’"u'"d a ;°' >roa apei distilate obținută prin aparate cu rășini schimbătoare de ioni, deoarece o astlel de apă poate da aglutinări false ’ J Prezența de cationi polivalenți în serul fiziologic folosit la snălarea eri-trocitelor ca Cu, Zn, Fe poate da reacții fals pozitive C Serul hipertonic este o cauză de reacțn falspozH•■veri Contaminarea probelor de singe cu gelatina iar am ombilical poate da reacții fals pozitive din cordonul Reacții fals negative Neutralizarea serului antiglobulinic cu urme de ser sau plasma printr spălare insuficientă a eritrocitelor sau a materialelor folosite Diluția serului antiglobulinic Dacă o’ anumită diluție a serului este bună pentru a decela anticorpii de tip gamma, aceeași diluție poate să nu deceleze anticorpii negamma De asemenea, atunci cînd testul este efectuat în tuburi iar serul antiglo bulinic este folosit concentrat rezultatul poate fi negativ datorită fenomenului de zonă în acest caz serul se va folosi diluat la optimum de activitate Scăderea sau lipsa complementului poate da reacții fals negative cînd anticorpii și reacția sînt dependente de prezența complementului Folosirea de eritrocite vechi Folosirea unei suspensii slabe de eritrocite: cele mai bune rezultate se obțin cînd se folosește oTsuspehsie de eritrocite % Suspensiile slabe pot da fenomenul de zonă datorită unui exces de ser antiglpbulinic Serul antiglobulinic învechit Prin învechire serul își pierde titrul De asemenea serul diluat nu se recomandă să fie păstrat deoarece își pierde rapid titrul Serul se diluează în momentul întrebuințării Temperatura de incubație a eritrocitelor Incubația pentru imbrăcarea eritrocitelor trebuie să se facă la optimum termic al anticorpilor Astfel anticorpii anti-Rh se vor incuba cu eritrocite la ° iar anticorpii anti-H la temperatura de ° Cînd timpul de incubație este insuficient CERCETAREA AUTOANTICORPILOR ANT ERITROCITARI ‘ ăf - - o- -c it • ’ ••■ > - Se disting trei categorii de autoanticorpi antieritrocitari: — autoaglutinine — autoanticorpi incompleți — autohemolizine « j i Jb ► ’ л ’ * a « * ' Ml?’* V CERCETAREA ACTOAGLUT NINELOR LA RECI Singele se recoltează pe citrat de sodiu , %, in proporție de o parte soluție de citrat pentru părți singe Singele se lasă ore la °, fiind agitat din cînd în cînd Se centrifughează în eprubete calde la °, timp de minute h ture/nunut Se separă plasma și se fac diluții crescînde de plasmă îii eprubete de hemoliză m ser fiziologic, volumul final fiind de ml Se ni и ай k“ta " ’ , / de eritrocite ( ) spălate in ™“fii к ■ mai multe ore, — ore Citirea se face în fiecare eprubetă , ml suspensie %, sau mediu macromolecular de altă natură Acțiunea eritrocite ale eritrocitelor, indiferent de grupa sanguina și ₽r ₽ autoanticorpi in- bolnavului Autoanticorpii sint adsorb abili inb? -nortan£x completi la rece si autoanticorpi incompleți la cald O proprietate impo a acestor autoanticorpi este fixarea lor pe suprafața eritrocitelor ara sa se producă aglutinarea, ceea ce permite decelarea lor cu ajutorul testului an -bulinic direct si indirect și a testului cu eritrocite papamate Pentru cercetarea autoanticorpilor incompleți se folosesc teste globulare (directe) și teste serice (indirecte) Teste globulare sau directe Cu ajutorul acestor teste se pun in evidență autoanticorpi fixați pe suprafața eritrocitelor bolnavului w д • Testul antiglobulinic direct Tehnica este identică cu cea descrisă în capitolul serologic pentru decelarea anticorpilor anti-Rh — Pentru anticorpi incompleți la cald: singele se recoltează pe citrat de sodiu soluție izotonică, în proporție de / Separarea eritrocitelor se face după o incubație de o oră la °, pentru a favoriza fixarea autoanticorpilor pe suprafața eritrocitelor Suspensia de eritrocite de bolnav odată obținută se pune în contact cu serul antiglobulinic, după tehnica descrisă la testul antiglobulinic — Pentru anticorpi incompleți la rece: sîngele se recoltează fără anticoa-gulant Separarea eritrocitelor de cheag se face după o incubație de — ore la °, pentru a favoriza fixarea autoanticorpilor la rece pe suprafeța eritrocitelor • ' Spălarea eritrocitelor se face cu ser fiziologic rece la °, care favorizează fixarea anticorpilor Suspensia de eritrocite de bolnav se pune în contact cu serul antiglobulinic Autoaglutinarea în mediu plasmă-alb urnind: o suspensie de % eritrocite spălate, de la bolnav, se adaugă la plasmă compatibilă amestecată cu albumină Ьол ină Acest mediu se prepară amestecînd volume plasmă cu volum albu-mină bovină / O suspensie analogă de eritrocite normale servește ca martor Cantitățile amestecate sînt: , ml suspensie eritrocitară pentru ml mediu plasmă-albummă în tub După ore la ° se face citirea In unele cazuri nu se observă autoaglutinarea decît cu condiția de a folosi ca mediu de suspensie propria plasmă a bolnavului, amestecată cu albumină Pentru autoanticorpi incompleți la rece reacția se citește după — ore de stat la și după de ore ’ In lipsă de albumină bovină se folosește serul uman AB (IV) Autoaglutinarea este provocată de acțiunea fermenților papaină sau trip-sină apaina are proprietatea de a modifica antigeni ' ♦ ‘ ' AUTOHEMOLIZINE Autohemolizinele se caracterizează prin acțiunea lor nespecifică de a liza eritrocitele în anumite condiții de mediu și temperatura și în prezența complementului Acțiunea lor se manifestă atît asupra eritrocitelor proprii ale bolnavului cit și asupra eritrocitelor de la alți indivizi (panhemolizine) Se disting mai multe varietăți de panhemolizine ’ Panhemolizine calde Panhemolizinelo calde acționează In temperatura corpului Aceste hemo liziue se întîlnesc în anemiile hemolitice cu autoanticorpi însoțesc in mod eon stant autoanticorpii incompleți la cald Punerea lor In evidență se face in felul următor: se lasă în termostat la °, mai eritrocite normal corn amestecată cu normale se : în mod normal, hemoliza nu se de incubație în cazuri ] probe se zul pr normale i multe zile, tuburi conțmind unul plasma b»lna lu n^m ,u cu eritrocitele bolnavului Atît eritrocitele bolnavului, cit și cele folosesc după spălare de ori cu ser fiziologic m condiții sterile livida, ii !* produce înainte de ziua a -a sau a -a patologice, hemoliza este precoce Cu ajutorul acestei se pot deosebi tulburările eritrocitului de tulburările plasmatice In ca-ezenței de hemolizine, plasma bolnavului liemolizeaza rapid eritrocitele Aceeași probă se poate face prin acidifierea plasmei la pH , , cu ajutorul unui tampon corespunzător, mărind astfel acțiunea hemolizinelor ^ La fel, întrebuințarea de eritrocite tripsinizate sau papainate mărește sensibilitatea probei Folosirea eritrocitelor de la bolnavi cu hemoglobinurie nocturnă paroxistică mărește de asemenea sensibilitatea reacției, aceste eritrocite comportîndu-se ca cele tratate cu papaină Hemolizinele calde se caracterizează mai rar prin apariția hemoglobinu-riei, spre deosebire de hemolizinele reci, care dau hemoglobinurie mult mai frecvent Aceasta se ddtorește faptului că hemolizinele calde antrenează o hemoliză continuă, fără ca pragul renal de eliminare a hemoglobulinei să iie atins, pe cînd cele reci produc, după o expunere la frig, o hemoglobinemie bruscă cu depășirea pragului renal Panhemolizine reci - • ■ v ' % ч * * • , i ' t • j T - I -k • Panhemolizinele reci acționează la temperaturi scăzute în următoarele condiții: fixarea lor pe eritrocite se face la ° și nu necesită prezența complementului, iar hemoliza nu survine decît la °, în prezența complementului Panhemolizinele reci se însoțesc de aglutinine reci la un titru foarte ridicat ' Se întîlnesc în următoarele împrejurări: în cursul pneumoniilor virotice se întîlnesc aglutinine la rece și hemolizine la rece, care ating cel mai ridicat titru la a -a zi și a -a zi în acest moment survin accidente hemolitice manifestate prin anemie acută și uneori hemoglobinurie; accidentele sînt trecătoare și dispar odată cu vindecarea pneumoniei, iar aglutininele și hemolizinele reci scad la un titru slab în cursul anemiilor hemolitice cronice cu hemoglobinurie paroxistică provocată prin frig și sindrom Reynaud complicat uneori cu gangrena extremităților în astfel de cazuri se găsesc aglutinine reci însoțite* de hemolizine reci în hemoglobinuriile paroxistice a frigore, în caro se disting varietăți: a) hemoglobinurie paroxistică a frigore nesifilitică, însoțită de aglutinare la rece cu un titru ridicat și de hemolizine la rece- ° b) hemoglobinurie paroxislleă a frigoro sifililică, cu hemolizine bifazice de tip Donalh-Lundetemer și fără aglutinare la rece Caracterul esențial al acestor hemolizine este legal de acțiunea în faze: fixarea Jiemolizinei pe eii-trocite se face numai la rece la °, iar hemoliză la cald la ° Prezența complementului este necesară în ambele faze ale reacției, iar fixarea hemolizinei in faza rece este cu atit mai mare cu cit complementul este în mai mare cantitate, spre deosebire de alte hemolizine la rece, care se fixează pe eritrocite la temperatura de °, produc hemoliză la °, dar complementul nu este necesar decît în a doua fază a reacției Un alt caracter important al hemolizelor bifazice este acela că nu sînt însoțite de aglutinine la rece sau, cînd aceste aglutinine există, au un titru slab Hemolizinele bifazice se însoțesc constant de o reacție Bordet-W asser-mann pozitivă și nu apar decît în sifilisul terțiar Acțiunea lor hemolizantă se manifestă asupra auto și izoeritrocitelor și asupra heteroeritrocitelor de diferite specii animale Scad sub influența tratamentului antisifilitic S-au descris foarte rare cazuri de hemolizine Donath-Landsteiner cu reacțiile serologice pentru sifilis negative Astfel s-a stabilit că sifilisul, cu toate că este cauza cea mai frecventă în apariția acestor hemolizine, nu este totuși singura cauză Hemolizinele la rece și hemolizinele bifazice tip Donath-Landsteiner pot fi cercetate in vivo sau in vitro Cercetarea „in oivo“: extremitățile bolnavului se expun pentru — de minute în apă cu gheață și apoi se cercetează hemoliză în sînge sau urină Se leagă baza unui deget cu ajutorul unui garou și apoi se cufundă în apă cu gheață Se cercetează hemoliză sîngelui scos prin înțeparea pulpei acestui deget Probele „in vivo“ trebuie evitate pentru a nu declanșa o criză hemoglobi-nică, de aceea se preferă probele „in vitro“ Cercetarea „in vitro“ Sîngele de bolnav, — ml, se recoltează pe anticoa-gulant soluție de oxalat de sodiu M/ în proporție de o parte oxalat pentru părți sînge în condiții identice se recoltează — ml sînge de la un individ sănătos Tuburile se pun în apă cu gheață timp de minute, apoi în apă de ° timp de de minute Se cercetează hemoliză în plasma supernatantă, după amestec și centrifugare ' ' - Greșeli de interpretare: un rezultat negativ poate fi datorat unui titru prea slab al complementului bolnavului Un rezultat fals pozitiv se poate datora unui sînge care provine de la un bolnav cu hemoglobinurie nocturnă paroxistică Proba cu alexină: se recoltează ml sînge de la bolnav Se amestecă ml cu anticoagulant (soluție de oxalat de sodiu); ml fără aniicoa^ulanț se lasă să coaguleze la ° După coagulare se centrifughează imediat si se separă serul bolnavului Eritrocitele recoltate pe oxalat de sodiu se spală de ori cu ser fiziologic, după ce au fost separate de plasmă Se repetă identic reacția cu sîngele unui individ sănătos care servește ca martor Se prepară o diluția de alexină ser fiziologic) / (ser proaspăt de cobai diluat / în Se fac următoarele amestecuri in tuburi de hemoliză alexina ser de bolnav ser fiziologic eritrocite de bolnav II , ml alexina , ml ser de bolnav , ml ser fiziologic , ml eritrocite normale , ml alexina III , ml ser normal , ml ser fiziologic , ml eritrocite de bolnav , il alexina IV , ml ser normal , ml ser fiziologic , ml eritrocite normale Cele tuburi se țin minute în apă cu gheață (pentru fixarea hemolizi-nelor bifazice), apoi dă minute în baie de ° Dacă serul bolnavului conține hemolizine bifazice, apare hemoliză în tuburile I și al II-lea; tuburile al IlI-lea și al IV-lea trebuie să fie întotdeauna nehemolizate S-a dovedit că hemolizi-nele bifazice tip Donath-Landsteiner sînt autoanticorpi specifici și anume anti-Tj a (Jay), la fel cum s-a demonstrat și pentru alți autoanticorpi carejprezintă specificitate anti Rho sau anti-I (vezi cap Anemii hemolitice) IMPORTANȚA AUTOANTICORPILOR ANTIERITROCITARI ÎN PATOLOGIE (Ane iii hemolitice imunologice) Autoanticorpii antieritrocitari stau la baza tulburărilor hematologice care apar în afecțiunile imunologice denumite astăzi boli de autoagresiune, care împreună cu afecțiunile de izoimunizare formează capitolul imunohematologiei Afecțiunile de autoimunizare prin anticorpi antieritrocitari reprezintă entități clinice extrem de variate, a căror etiologie poate fi sau nu cunoscută Ceea ce justifica încadrarea lor Intr-un singur capitol este apariția unei anemii hemolitice imunologice în toate afecțiunile de autoagresiune ’ Natura autoanticorpilor imprimă atît evoluția anemiei, cit si anumite caractere clinice legate direct de condițiile de apariție a hemolizei, astfel: vezi: m - ■ s multe ori ea se însoțește de anemie si trombopenie s,n ura- cele mai măt^XSS^ ™ antileueocitari prezintă nucleare ur- Hematologic: anemie: - milioane, de eritrocite/mm ; ^ucopcnie: — leucocite/mm ; tronibopenie: de elemente/mm , formula leucocitară arată o neutropenie: — % — Măduva: la început este activă, dar această reacție nu dureaza mult si se instalează hipoplazia sau aplazia — Imunologic se pot pune în evidență anticorpi antileucocitan (aglutinine, lizine, opsonine) în imensa majoritate a cazurilor nu se pot pune in evidentă anticorpi antieritrocitari sau antitrombocitari — Interogatoriul nu poate stabili o intoxicație profesionala, medicamentoasă sau accidentală Nu se găsesc focare infecțioase sau neoplazice viscerale Pancitopenii cronice simptomatice cu anticorpi antileucocitan se a) in cursul hematopatiilor maligne: leucoze, reticulosarcom, limfosar- com, boala Hodgkin; b) in cursul anemiilor hemolitice cîștigate cu autoanticorpi la rece, c) in cursul anemiilor hemolitice, cîștigate cu autoanticorpi la cald; d) în boala Marchiafava-Micheli; e) neutropenia periodică: cu leucoaglutinine la rece ( °) Leucopenia în lupusul eritematos diseminat apare sub influența L E (lupus eritematos), anticorp lizant și opsonizant activ asupra substanței nucleare У AGRANULOCITOZA ȘI LEUCOPENII PRIN SENSIBILIZARE ALERGICĂ * Unele produse sînt capabil de a distruge direct elementele albe: este vorba de o acțiune citotoxică ce nu are nimic comun cu un proces imunologic; substanța are um efect mai lent, realizind aplazii cronice (a se vedea la „Pancitopenii”) în astfel de cazuri se vorbește de leucopenii toxice Unele produse ca piramidonul, sulfamidele etc acționează provocînd apariția de anticorpi alergici în leucopeniile alergice este vorba de o sensibi-zare, cînd un individ produce anticorpi, împotriva unui produs, pe cînd alți indivizi nu produc astfel de anticorpi, nu se sensibilizează Se crede că produsul ingerat joacă rol de haptenă (jumătate de antigem de care este legată specificitatea) care, prin combinarea cu o proteină leucocitară sau plasmatică, formează o substanță nouă, cu proprietate antigenică, capabilă să sensibilizeze organismul care răspunde prin anticorpi antileu-cocitari CERCETAREA AGLUTININELOR ANTILEUCOCITARE (După Dausset) Tehnica: se prepară o suspensie de leucocite de la un individ normal care aparține grupului sau este izogrup cu sîngele bolnavului în sistemul A-B-O Pentru aceasta se recoltează ml sînge care se defibrinează cu ajutorul perlelor La ml sînge defibrinat se adaugă ml polivinil pirolidon , % si se lasă să sedimenteze timp de de minute la °, în tub înclinat ° Pla\nm supernatantă conține pînă la leucocite/mm La , ml ser de cercetat inactivat do minute la ° se adaugă ml din suspensia de leucocite, intr-un tub de hemoliză ° ’ Citireil ІЯСО Ш ) )icrofiCOp CU UiiHU’IJVUJ I clH/J I cu bune rezultate, o cameră obișnuită do numărat Gu Pasteur se, introduce în camera o picătură din mnustemi Rezultate: în caz do reacție, negativă, loucocitolu se ca într- numărătoare de globule albe obișnuite In caz d , Pină în prezent s-au pus în evidență circa de antigene in sistemul IIL A, fiecare individ fiind purtător a numai din acestea Numărul de combinații între aceste antigene este foarto mare ș problematică posibilitatea de a găsi doi indivizi identici IIL-A Fiecare individ este purtător a de astfel de antigene, totuși sistematic numai % din indivizi sînt purtători de antigene Restu! din cazuri prezintă sau numai antigene, ceea ce se poate explica pun piezenm un mozigotism înaintea aplicării unei grefe se cercetează existența de anticorpi umorali in sîngele primitorului față de un „panel“ de limfocite de grupă HL-y cunos cute Astfel de anticorpi apar în următoarele împrejurări: transfuzii de sînge repetate, sarcini multiple, transplantări anterioare Astfel de primitori cu anticorpi anti HL-A înainte de transplantare au rezultate mai puțin bune in ceea ce privește menținerea grefei, comparativ cu persoanele ce nu posedă astfel de anticorpi Este important de a cerceta, înainte de grefă, dacă primitorul nu posedă anticorpi față de limfocitele donatorului Dacă există o astfel de incompatibilitate, atunci transplanteîrea este contraindicată, altfel se produce o respingere supraacută a grefonului GRUPE LEUCOCITARE TEHNICI DE LIMFOCITOTOXICITATE Se știe că leucocitele, trombocitele și celulele diferitelor organe sînt purtătoare ale antigenelor de transplantare Pentru determinarea grupelor leucocitare se procedează la izolarea din sînge a unei suspensii de limfocite, apoi punerea în evidență a diferitelor antigene din sistemul HL-A printr-o reacție de citotoxicitate cu ajutorul serurilor anti-limfocitare specifice pentru a depista antigenele tisulare IZOLAREA LIMFOCITELOR Dop de cauciuc i Fig Izolarea limfocitelor Șirei de Fi b rina S inge neparinat Sîngele sb varsă dmiol, pi> filtrul cu fibre plnă la impregnarea tolala-la (traiului ile fibro elnil scurgerea slngelui se oprește prin astuparea tubului mu seriugoi cu un dup do onuoiuo, timp do minute Apoi dopul yy scoate neutrii a bisa sîngele să'se scurgă picătură cu picătura intr-un tub (ug up Durata operației este de circa minute După scurgerea șlngelui, i ra se spală cu ml doxlran , soluție % diluat / in ser fiziologic la o/ Trombocitolo, monooitele și granulocilele aderă de fibra, pe cînd entro-citele și I im tocitele trec prin filtru M mentor ea: filtratul se amestecă cu soluție de dextran în următoarea proporție: volum dextran % in ser fiziologic pentru volume filtrat Se omogenizează lent pentru a nu face bule Tubul se așază înclinat la ° la temperatura laboratorului timp de minute, apoi încă minute în poziție verticală Eritrocitele se sedimentează și în supernatant rămîn limfocitele Supernatantul se decantează pînă la stratul eritrocitar Hemoliză: puținele eritrocite prezente în supernatant se elimină prin hemoliză cu clorură de amoniu, soluție , g%; T , volume soluție clorură de amoniu volum supernatant Se agită, se lasă minute la T° laboratorului Se centrifughează minute la g ( t/min) la - °, supernatantul se aruncă Spălarea și prepararea suspensiei de limfocite Sedimentul format din limfocite se a-mestecă ușor și se spală cu ml ser fiziologic Apoi se centrifughează minute la g ( t/min), supernatanul se aruncă iar sedimentul este reluat în picături ser uman AB Prepararea serului uman AB: acest ser reprezintă sursa de complement Sîngele se recoltează de la un donator de grupă AB în condiții sterile După coagulare și refracția cheagului la temperatura laboratorului, sîngele se centrifughează, apoi se decantează serul și imediat se repartizează în tuburi și se conservă la — ° Fiecare lot de ser Л В este verificat pentru i fi lipsit de activitate antilimfooibară Ir ziua folosirii, serul se dez->heață punlnd tubul Intr-o baie de °, apoi pînă la întrebuințare serul se ^ine într-o baie cu apă cu gheață Numărătoarea suspensiei de limfocite In ser AB: se face o diluție intr-o pipetă de globule albe ca la numărătoarea do leucocite Se numără intr-o cameră obișnuită Elementele se disting ușor, puritatea fiind cea ?к lim-locite, restul fiind polinuuleare și nionocite pentru a lăsa singele sa se scurgă picauud ou риш-ша « ««« v „• Durata operației este de circa minute După scurgerea ștngokn, ti Lira se spală cu ml dextran , soluție '/ diluat / in șei fiziologic la • Trombocitele, monocitele și granulocitele aderă de fibră, pe cînd entro-citele și limfocitele trec prin filtru Sedimentarea: filtratul se amestecă cu soluție de dextran in următoarea proporție: volum dextran % in ser fiziologic pentru volume filtrat Se omogenizează lent pentru a nu face bule Tubul se așază înclinat la ° la temperatura laboratorului timp de minute, apoi incă minute în poziție verticală Eritrocitele se sedimentează și în supernatant rămîn limfocitele Supernatantul se decantează pînă la stratul eritrocitar Hemoliza: puținele eritrocite prezente în supernatant se elimină prin hemoliza cu clorură de amoniu, soluție , g%; ' , volume soluție clorură de amoniu volum supernatant Se agită, se lasă minute la T° laboratorului Se centrifughează minute la g ( t/min) la - °, supernatantul se aruncă Spălarea și prepararea suspensiei de limfocite Sedimentul format din limfocite se a-mestecă ușor și se spală cu ml ser fiziologic Apoi se centrifughează minute la g ( t/min), supernatanul se aruncă iar sedimentul este reluat în picături ser uman AB Prepararea serului uman AB: acest ser reprezintă sursa de complement Singele se recoltează de la un donator de grupă AB în condiții sterile După coagulare și refracția cheagului la temperatura laboratorului, singele se centrifughează, apoi se decantează serul și imediat se repartizează in tuburi și se conservă la — ° Fiecare lot de ser AB este verificat pentru a fi lipsit de activitate antilimfocitară In gheață punlnd tubul într-o baie de ° ține într-o baie cu apă cu gheață Numărătoarea suspensiei de limfocite in ser A B: se face o diluție i'ntr-o pipetă de globule albe ca la numărătoarea do leucocite Se numără intr-o camera obișnuită Elementele se disting ușor, puritatea fiind cea % lim-incite, restul fiind polinucloaro și monocite După tehnica utilizată suspensia de limfocite se potrivește cu ser AB in așa fol incit să conțină sau de limfocite pe mm ГІЬГІЕ Izolarea limfocitelor DETERMINAREA GRf TELOR LElJCOCIPARE istfel bicei din seruri recoltate de la femeile mul tipare Serurile tipizate față de un ,,panel“ de donatori de bmfoc^e J’ f^°oanp eucoeitar cunoscut, se păstrează în porțiuni nuci de — ml în tlacoan , la o temperatură de - ° Pentru a evita congelările și deconseUi-ț * repț-tort care riscă să inactiveze serul, se recomandă decongelarea o data pe luna Liufooito Antfuer Sp'utliizlu/ă ок ! 'гГ!! l t d? c«»‘Pl«»nent (Jitrele reprezintă procentajul de citotoxicitate Se utilizează picături de complement nedlluut, activitatea optimă fiind între și picături I voi voi Proba - Г robii Ser А В II voi ( НО ie ° pentru lucru; aceas- °q cu ser fiziologic, se iiltreaza și se pastioaz tă ultimă soluție este valabilă pentru o zi REACȚIA DE LIMF CIT T X CITATE Reacția constă în a incuba la ° o suspensie de limfocite in prezența de complement și de antiser Dacă antiserul în tî}n^te?ntl ȘenqUJ/^Je^^it' trecerea colorantului în citoplasmă, colormd celulele Citirea se face la jt c scop si testul este pozitiv cînd există un anumit procentaj de celule со ia Metoda a fost descrisă de Gorer ( ), apoi a fost aplicata la om de le-rasaki ( ), pentru depistarea anticorpilor antilimfocitan care apar după imunizări (transfuzii, sarcină) sau grefe de piele Dausset s-a servit de aceasta tehnică pentru determinarea grupelor leucocitare ( ) A Macrometoda > • W» •• • • ’ » *** — Se folosesc pipete calibrate pentru a lucra cu picături — Se decongelează un set de tuburi din bateria de antiseruri cu specificitate cunoscută f — Suspensia de limfocite proaspete se potrivește la elemente pe mm cu ser AB Tehnică: ser antilimfocitar (uman) picături limfocite ( /mm ) • • picătură complement (iepure) — picături după titru se agită și se lasă la baie de ° timp de minute; se adaugă picături de soluție Albastru Trypan % preparată extempo-raneu, se agită iar tuburile se pun în baie de ° pentru minute; se îndepărtează apoi / superioare ale conținutului din fiecare tub, iar restul se pune într-o cameră de numărat Citirea se face la microscop în contrast de fază: celulele pozitive se prezintă colorate în albastru, celulele negative sînt incolore Cînd reacția este intens pozitivă celulele se prezintă de volum crescut, palide și la limita lizei, hn număr de peste % celule colorate la limita lizei reprezintă o reacție pozitivă B Micrometoda Reacția se face sub ulei de parafină, utilizînd plăci din material plastic tip Terasaky Aceste plăci conțin godeuri conice, orizontale și verticale Repartizarea reactivilor se face cu ajutorul unor microseringi automate Prepararea plăcilor: se varsă in fiecare placă cu o pipetă ml ulei de parafină Se repartizează, trecînd prin stratul de ulei, sau (lambdaj din fiecare antiser pe godeu iar fiecare placă se acoperă ou capacul Apoi plăcile se păstrează congelate la - in poziție orizontală Antisevurile se repacti-zeaza în plă Citirea: se face la microscop în contrast de faza cu obiectivul sau J Celulele pozitive sînt colorate în albastru, unele mai umflate și palide, la limita lizei Procentul de peste % de celule colorate reprezintă o reacție pozitivă CERCETAREA ANTICORPILOR ANTITROMBOCITARI PRIN FENOMENUL DE INHIBIȚIE A AGREGĂRII TROMBOCITARE PRIN ADENOZIN DIFOSFAT (ADP) EXTRINSEC ( ) (Tehnică personală) Agregarea trombocitelor prin ADP este folosită în practica curentă pentru a explora mecanismele de hemostază in afecțiunile trombocitare Mecanismul agregării trombocitelor prin ADP in vitro este încă insuficient cunoscut Agregarea se obține numai cu celulele proaspăt recoltate, cu celulele vii și avînd un sistem glicolitic normal Prezența calciului și magne-ziului este indispensabilă Astfel, dacă singele este recoltat pe EDTA, agregarea nu se produce Concentrațiile acestor ioni necesare pentru obținerea agregării sînt foarte slabe și cantitățile prezente în plasma citratată sînt suficiente Din cercetările noastre am demonstrat că anticorpii antitrombocitari inhibă fenomenul de agregare a trombocitelor în vitro prin ADP extrinsec Material: — tampon veronal — acetat, pH — , — soluție de ADP în tampon veronal — acetat gamma/ml, preparată extemporaneu — plasmă bogată în trombocite provenind din sînge de grupă O recoltat pe citrat trisodic, proaspăt preparat și utilizat în primele ore de la recoltare — ser de cercetat inactivat min la ° pentru inactivarea trombinei — ser normal de grupă AB inactivat și lipsit de anticorpi antitrombocitari z Irmopiul metodei: se amestecă în părți egale serul de cercetat cu plasma normala bogata în trombocite După o incubare de minute la ° se adaugă soluția de ADP Dacă serul conține anticorpi antitrombocitari * СОПІІ" anti°Orpi' ^•"‘bocitele se agregă Metodă: în tuburi numerotate , , r i z & z л ж j CedeDupă\adUga^a deUAD₽ tubul se agită cu mina In mod con Un uu pe im fond negru, tubul fiind iluminat printr-o sursă laterală (lampa J se notează timpul de apariție a agregatelor, citireajacîndu-se în tuburile martor trebuie întotdeauna să se obțină agregarea In testat dacă apare agregarea înseamnă că serul de cercetat nu conține anuc яр antitrombocitari (reacția este negativă pentru anticorpi) Daca nu se Pr agregarea, atunci reacția este pozitivă, există anticorpi antitrombocitari în serul de cercetat ( ) Valori — interpretare: - i Citirea rezultatelor: în condițiile de lucru arătate, apariția agregării la martor normal (ser AB) se obține in circa secunde La proba de cer cetat citirea se urmărește timp de minute Dacă în timp de minute nu apare agregabilitate reacția este inhibată, deci există anticorpi antitrombocitari , în ceea ce privește mecanismul de inhibare a agregării exista două posibilități: blocarea situsurilor trombocitare prin „anticorpii speci fici, sau distrugerea membranei s-ar opune acțiunii agregante a rADP-ului în cazurile în care există anticorpi antitrombocitari aglutinanți, reacția de inhibare nu poate fi aplicată deoarece aglutinarea trombocitelor se poate citi după incubarea de minute care arată prezența de astfel de anticorpi, iar testul de inhibare devine inutil Astfel de anticorpi aglutinanți se întîlnesc însă extrem de rar în această cercetare am demonstrat că anticorpii antitrombocitari sint capabili de a induce inhibiția agregării trombocitare prin ADP extrinsec Cu această tehnică am studiat serul, unor bolnavi cu trombocitopenie, sau serul bolnavilor politransfuzați și al femeilor aloimunizate prin sarcini repetate în toate aceste cazuri s-a pus în evidență inhibarea agregării-tromboci-tare •; • Cu această metodă am studiat de asemenea anticorpii antitrombocitari în serurile antilimfocitare de cal și de iepure, antiumane, lucrînd cu suspensie de trombocite umane Au fost studiate două seruri de cal: serul nr a dat o inhibiție a agregării trombocitare pînă la o diluție de / ; serul nr a dat o ’inhibiție pînă la titrul de / Serul de iepure antilimfocitar a dat o inhibiție a agregării trombocitare pîn i la diluția de / Ca martor s-au folosit ser de cal normal și ser de iepure normal: cu ambele seruri nu s-a obținut nici o inhibare a agregării trombocitare De asemenea, nici unul din serurile antilimfocitare de cal°sau iepure nu a dat reacție de aglutinare cu trombocitele umane Astfel s-a demonstrat că serurile antilimfocitare au un efect inhibitor asupra agregării trombocitare prin ADP extrinsec și este posibil și o evaluare cantitativă a anticorpilor antitrombocitari prin titrarea la diferite diluții Inhibarea agregării trombocitare prin ser dovedește că această inhibare, in condițiile noast fenomen imunologic, o reacție antigen-anticorp A flK antilimfocitar antiuman, sire experimentale, este un Aceasta reacție nu necesită asemenea tibilitate , „;кпх Considerăm că această metodă este toarte sensibi a pentru investigarea anticorpilor antitrombocilm i ’ folosi si ca test de depistare a antigenelor trombocitare trOmKest ~ o nl^ometodă inițială, de depistare a ant i- corpilor antitrombocitari iar pentru determinări de antigene tisulaie se poa adapta o micrometodă prin reducerea proporției de reactivi CERCETAREA CELULELOR DE LUPUS ERITEMATOS DISEMINAT (celule L E ) Celulele de lupus eritematos (celule L E ) denumite și celule Hargraves, sînt leucocite din seria granulocitară neutrofilă care au fagocitat alte celule Leucocitul neutrofil fagocitează de obicei lobi din nucleul altor leuco* ite Celula L E din acest stadiu funcțional de fagocitoză, se prezintă mai mare, cu nucleii împinși și subțiați la periferia citoplasmei, iar în mijlocul celulei se găsește o vacuolă mare colorată în roz uniform, care ocupă aproape toată citoplasmă și care reprezintă celula fagocitată Flg Celulă de lupus eritematos (L E ) Wtfr folosesc Pentru cercetarea celulelor L b se ;lo nermilr folosește serul bolnavului și leucocite no mâlc Vestul indirect: se Fig Corpi în rozetă: celule de lupus eritematos Reactivi necesari — ser de bolnav, • — sînge normal, proaspăt defibrinat cu perle: ml smgv n ) negativ primesc obligatoriu sînge Rho(D) negativ Efectuarea probei do compatibilitate directă eu ajutorul eritrocitelor Рар^‘hmintea fiecărei transfuzii, hemotest faeo, In palul bolnavului, Înaintea hwkdării perfuziei o verificare a grupei sanguine atit a bolnavului cit si , * H ’ 'riilicare Recomandăm insistent, acest ultim control, In vederea evitării I I are nu ajunge la ЬоІпаѵиГішІІсаІ sâu’clnd Couduițu pentru eazurih, urgente: l„ ^„гИе urgente conduita trebuie suportate; I corporeală Efectuarea probei do compatibilitate d t G; Ultimul control obligatoriu la patul bolnavuiuh a grupei sanguine util a bolnavului cit și Recomandăm insistent acest ultim grave de incompatibilitate in sistemul ABO de destinație a flaconului de s flaconul este greșit etichetat M fia alta ce rezultă atît din experimentări cit și din practică, se pot rezuma as e — antigenul D este purtat de eritrocite; „ — anticorpii anti-D nu lizează eritrocitele fetale D pozitive, ci se rixeaza pe suprafața lor; — acțiunea imunosupresivă are o limită de timp între administrarea genului și aceea a anticorpilor Imunosupresia este posibilă atît timp ci eritrocitele purtătoare de antigen circulă libere în sîngele mamei Orice întir-ziere peste o anumită limită între contactul organismului cu antigenul și administrarea anticorpilor scade șansele acțiunii imunosupresive și instala-rea imunității nu mai poate fi împiedicată; v — înglobarea antigenului de către imunocite se face prin fagocitoză; — se poate preveni răspunsul imun primar și nu cel secundar ADMINISTRAREA IMUNOGLOBULINELOR ANTI-D Administrarea Ig anti-D se face mamei în primele de ore de la naștere, pe cale intramusculară Doza unică protectoare este de micrograme anticorpi anti-D Indicații: indicația majoră este reprezentată de mamele Rh negative, neimunizate, care dau naștere unui copil Rh pozitiv, compatibil cu mama în sistemul ABO Compatibilitățile în sistemul ABO între mamă și nou-născut, care indică aplicarea imunoglobulinelor anti-D sînt următoarele: — mamă O — copil O — mamă A — copil O sau A ’ — mamă В — copil O sau В / • — mamă AB — copil А, В sau AB Incompatibilitatea între mamă și făt în sistemul ABO împiedică imunizarea mamei în peste % din cazuri, de aceea, față de această protecție naturală, administrarea de Ig anti-D nu este indicata Profilaxia se poate aplica și în cazurile de femei Rh negativ, cu soțul Rh pozitiv, după avorturi terapeutice sau spontane, sarcini ectopice sau făt mort reținut EXAMENUL LA NAȘTERE AL MAMELOR Rh NEGATIVE a* • Imediat după naștere se fac următoarele examene de laborator: Se recoltează sînge de la mamă și sînge din cordon de la nou-născut Se determină la ambele probe grupa sanguină ABO și factorul Rh Dacă mama este Rh negativă și fătul Rh pozitiv, se cercetează prezenta anticornilor anti-Rh în serul mamei (testul cu papaină) " In funcție de rezultatele obținute la mamă și nou-născut, se adminis-treaza imunoglobulinele anti-D la mamele Rh negative fări • anti-Rh(D), ce dau naștere unui copil Rh pozitiv si comnitibil nn ttrP Sistemul ABO, doza fiind de micrograme ",ll>atil>d cu mama in Fiind vorba de o acțiune imunosupresivă prin anticorni пл«іѵі j • • trama de Ig anti-l) se repetă la aceeași femeie ' ri do "iUori - ’in fmi‘r' compatibilitatea In sistemul AHO intre mamă i ăt “T I ‘ ' T У’ T’U’ pozitiv ’ • copuul este Rh Laborator clinic (hematologie) CONTRAINDICAȚIILE Ig ANTI-D La femeile Rh pozitive sau D“ pozitive Determinările, factorul’ :: Rh trebuie efectuate de un serviciu de specialitate, folosmdu-se ajb“' care determinat cu tehnicile obișnuite, poate fi luat drept Rh neg ’• be , tie că persoanele D“ se comportă identic cu cele Rh pozi ne, moți care administrarea de Ig anti-D este contraindicata QT + -pnrn; tn La femeile Rh negative imunizate, cu prezența de ^hu' p- m a în aceste cazuri, administrarea de Ig anti-D La femeile Rh negative în timpul sarcinii La femei Rh copil Rh negativ La femei Rh negative cu soț Rh negativ La nou-născut în caz de incompatibilitate ABO între mamă și făt este inutilă și ineficace negative, fără anticorpi anti-Rh, ce dau naștere unu’ EȘECURI ÎN PREVENIREA IZOIMUNIZĂRII MATERNE CU Ig ANTI-D Trecerea de eritrocite fetale în circulația maternă încă din timpul sarcinii, întîlnită în cazuri rare în cazuri de hemoragii feto-materne masive, cînd o cantitate foarte mare de eritrocite fetale trece în circulația maternă în timpul nașterii Cazurile sînt foarte rare, totalizînd °/ din nașteri Doză insuficientă de Ig anti-D Aceasta poate fi datorită unei hemoragii fetale abundente, în circulația maternă sau cînd titrările produsului nu sînt apreciate în micrograme Administrarea tardivă a Ig anti-D, după intervalul de de ore de la naștere în caz de izoimunizări asociate atît anti-D, sau anti-C, sau anti-E etc sau alte sisteme de grupă sanguină Deficiențe organizatorice care fac să scape imunoprofilaxiei cazuri la care se indică acest tratament Rezultatele profilaxiei izoimunizării materne prin aplicarea imunoglebu-linelor anti-D: după datele din literatură cît și din experiența Centrului de Hematologie^ București care prepară Ig anti-D și dirijează aplicarea ei pe întreaga țară, rezultă că acțiunea imunosupresivă se obține in peste ° din cazurile tratate, atunci cînd se respectă regulile de administrare a g anti-D SERIA ERITROCITARA I MORFOLOGIA SERIEI ERITROCITARE Celulele de origine ale seriei eritrocitare, care duc în cele din urmă la eritrocit, la individul adult normal se găsesc in măduva roșie Măduva hema-topoietică este localizată în special în oasele plate și în epifizele oaselor lungi în unele stări patologice sau la embrion, ficatul, splina, ganglionii și alte organe pot prezenta o activitate eritropoietică Termenul de normoblaști se utilizează pentru a denumi seria eritro-blastică normală Este preferabil să se păstreze termenul general de eritroblast și să se denumească celulele patologice ale seriei roșii cu termenii particulari (megaloblast etc ) Morfologia seriei eritrocitare normale (fig — planșă) Proeritroblastul este celula cap de serie, cu dimensiuni între și p, rotundă Nucleul este rotund, voluminos, ocupînd opt zecimi din celulă; are structură reticulară uniformă, la întretăierea benzilor de cromatină culoarea fiind mai intensă în ansamblu, nucleul este de culoare violet-purpuriu închis și are — nucleoli, puțin distincți Citoplasmă este redusă la o bandă subțire, intens bazofilă, albastru foarte închis în colorația Giemsa, caracter foarte important Citoplasmă prezintă uneori o mică prelungire rotunjită într-o singură parte Aspectul citoplasmei nu este omogen, ci prezintă părți incolore In jurul nucleului există un cerc cromofob, foarte subțire Macroblastul După Naegeli, sub numele de macroblast se înțelege un eritroblast bazofil de talie mare; adăugarea acestui element în terminologie face sa existe o stadii de dezvoltare eritroblastică, în mod normal Din punct de \edere structural este identic cu eritroblastul bazofil ™ Eritroblastul bazofil este o celulă de talie mai mică, in general de — u, hi v-nsiumle nucleului sînt mai reduse, în favoarea protoplasmei care este mai abundenta Nucleul are^bazicromatina grosolan dispusă cu dimensiuni care ating uneori p Oxic de culoare roz deschis Foarte bazofil este prezența de oxicron ului, in „gpjțe Це roatâ ’ Citon lomatina dispusă intre grămezi este caracteristică pentru nucleul de eritroblast Una dispusa radiar in cerc la periferia nucle-isma este bazofilă, dar ceva mai doanKicS ei relativ mai omogenă decît a proeritroblastului Entroblaștn bazt nesc deseori îngrămădiți, in cuiburi , ■ , - „ „„„ritm Eritroblastul poUcromatoîil Acest stadiu se oal'®ct^țazаi I P‘rjnjă hemoglobinei in citoplasmă, căreia li sc uni а cu nucleul cu atît mai redus cu cît celula este mai evolutivă și cu cromatma п»с еш boo-at în hemoglo-lui plasmatic Sîngele este mai diluat, mai fluid, mai puțin g • bină Caracterul important este scăderea hemog o ne , > întîlnește o întîlni un număr de eritrocite normal sau aproape normal, cu o scădere ac tuată a hemoglobinei Sindromul poliglobulic se caracterizează prin creșterea volumului globular total, compensat parțial, în ceea ce privește masa sanguină totala, printr-o diminuare a volumului plasmatic Sîngele este mai concentrat, mai viscos, mai bogat în hemoglobina; numărul de eritrocite este crescut Acest sindrom este opus anemiei din toate punctele de vedere Trecerea celulelor imature în sînge poate îmbrăca doua aspecte Reticulocitoza în mod normal, numărul de reticulocite variază între și °/ eritrocite Este preferabil să se utilizeze exprimarea în valori absolute, chiar dacă numărătoarea se face după un procedeu indirect în valoare absolută, pentru eritrocite/mm , numărul de reticulocite este cuprins între și /mm Creșterea numărului de reticulocite este un semn de regenerare crescută medulară și survine in: anemii hemolitice cronice sau acute; în anemii hemoragice acute sau cronice, după administrarea de extracte hepatice, vitamină B , fier, vitamina C, hemoterapie De asemenea, reticulocitele se găsesc crescute la gravidele izoimunizate (Kondi și lacobescu) La nou-născut în mod fiziologic se găsește un număr crescut de reticulocite!, - X Constatarea unei anemii fără creșterea numărului de reticulocite denotă o măduvă funcțional deficientă (aplazie, hipoplazie) Eritroblastoze Trecerea eritroblaștilor în sîngele periferic se poate întîlni în următoarele cazuri: — anemii hemolitice — metastaze osoase canceroase — leucoză acută — metaplazie splenică — boala Albers-Schdnberg — splenomegalie mieloidă cronică a adultului (osteonudoscleroză) — anemie acută posthcmoragică — hiposplenism — eritroblastoză fiziologică a prematurilor cutul poate prezenta în mod normal C iar copilul nou-nl de eritroblaști la periferie — Eritremia acută sau cronică: Z" , Fig, tă Erit tocitul normal și patologic (dupft Heilmoyer) J normal; ■- hipoeromio; o* - poikiloeitozil; J — anlzocitozit; — m icroc ozft; ♦ — m;u' roeitoz;\; S - granulați! ba ofile; o - drupanocite și rosturi nuclearo; Л — eorpusv'uli JoUy și inolo ('abot; lă — mogalocilozA (■ — ovalocitoză; io ~ hiporcroinie; /с/r/’ prfo fermii , / , /c Anemie регл/с/'ош Icter tie/no/fh'c , nucrocitera , л roftiin A ei a /ia o intre rocii ne Oezistenk rnivini ia , , U I іц bh ‘roiiluri sohoinn» ițee a|o ori irod toi or normale și In diverse anemii (după lloie-meyer) , - , OM * jt* **■ anomalii de talie Macrocitele sînt eritrocite mature de volnu“ “al " idală iar raportul cu diametrul între și jx Forma lor es e n ’ Macrocjteie coexistă în dintre grosimea celulei și diametrul ei este pastrat мае tabloul in,“^^fYrînle Megalocitele sînt eritrocite mature care rezulta din megaloblast,, miile megaloblastice Sînt celule voluminoase, cel mai adesea de foi p tică cu diametrul mare de , sau p și diametrul mic de - p Celula nu prezintă depresiune centrală sau, dacă aceasta există, este P - ”L tuată Megalocitele sînt bine colorate în roz, încărcătură lor in hemoglobina fiind completă Volumul globular mediu este crescut, fiind cuprins intre si [x ; grosimea este de asemenea ușor crescută: , p Megalocitul rezultă dintr-o maturație inhibată a megaloblaștilor bazofili, care se maturează pînă la megalocit prin proliferare homoplastică, păstrindu-se astfel dimensiunea mare a celulei Diagnosticul diferențial dintre megalocit și maerocit se bazează pe următoarele criterii: macrocitul are dimensiuni mai mici, diametrul mediu variind între și fx, pe cînd megalocitul are dimensiuni mai mari, cu diametrul mediu peste p; macrocitul prezintă depresiunea centrală, megalocitul poate fi lipsit de această depresiune și prezintă o nuanță roz mai accentuată Criteriul hotărîtor, însă, este prezența megaloblastului în măduvă (sau rareori și în sîngele periferic), numai în acest caz putîndu-se vorbi de megalocitoză; cînd megaloblastoza lipsește se poate vorbi de macrocitoză Microcite se numesc eritrocitele cu diametrul mic de — p , grosimea de , — , p, volumul de — p și suprafața de — p Microcitul este sărac în hemoglobină și pe frotiu prezintă de obicei o zonă mult mai clară în centru Este elementul caracteristic anemiilor hipocrome feriprive Provine printr-o proliferare heteroplastică, maturația făcîndu-se de la eri-troblaștii evoluați mare decît normal și Caracterele comparative ale eritrocitului normal Tabelul XXII acrocitului, microcitului și sferocitulul Diametru eritrocitar mediu Volum eritrocitar mediu Conținut eritrocitar mediu în Hb Concentrație eritro-citară medie în Hb Eritrocit normal Maerocit Microcit hipocrom Sferocit mari t scăzut scăzut [i» ,x [Xя [Xя yY у у yy yy % % % Cînd volumul eritrocitar creste este nnaihii bikini, dar „Mia aoe teiâ nu depășeșu X^orÂaU i Schizodte Se шпионе HvhiweUo elemente mu i ou dinimdiul do rotund '" loforo'nH , du Olneoi bipiW no So erodo oh «b» tludr-o frapuwutHvo риіОІоціѵА П [i și a căror formă și colorabilitate sini diferite fața do oritroeilul normal Sorocitele nu sini bicoucave ci tind să se apropie do forma sferica prin ștergerea depresiunii centrale Raportul diametru nu diu/grosiino medio iu mod normal este , / , e , cu limitele intre ,i și , (indice de «fericiiale) Orice raport inferior cifrei de , indică o sferocitoză, iar raporturile superioare cifrei indică o platicitoză Privite po frotiu, sforocitele slut bine colorate și mai miei decît eritrocitele normale; totuși volumul și încărcarea eu hemoglobină sînt normale (normocrom) Sforocitele se întilnesc in icterul hemolilie congenital, denumit și sfero citoză ereditară Se pot intilni și în anemii hemolitice cîștigate Acțiunea anticorpilor asupra eritrocitelor pare să favorizeze apariția ’sferocițelor Deși diametrul sforocitelor este scăzut, față de normal, ele nu trebuie confundate cu microcitele: atît mierocitoza, cit și sferocitoză sînt caracterizate printr un diametru mediu scăzut și determină o deviere la stingă a curbei Price-Jones dar diferența dintre ele constă în volumul mediu eritrocitar și in încărcarea în hemoglobină; astfel sforocitele au un volum normal si încărcare în hemoglobina normală, pe cînd microcitele au volum mult scăzut și sini hipererome Platicite sau leptocito sînt eritrocite cu grosimea redusă și diametrul crescut, ceea ce dă un indice do sferici ta te peste , Forma discoidală este păstrată și volumul eritrocitar neschimbat Celule în țintă sînt eritrocite caracterizate prin marginea și centrul bine со orale în roz Intre marginea și centrul celulei se află o zonă inelară dară, ast o] îneît celu a are aspectul unu disc cu un punct central „in semn de tras la țintă Aețfd de celule se întilnesc în special in anemia Coolev dar si îu diverse anemii hipoeromo Se întilnesc și la indivizii normali splen'ectomiz;iți Corpi în semilună șînț arldado care provin din eritrde ite foarte labile ce se distrug in timpul întinderii frotiului Sini slab eolorale și mult nuii lungi decît eritrocitele intacte I Ovalocitele sînt er constituțională datorită destinderii lor Se Întîlnesc în anemii hemolitice prin intoxicații diverse, in paludisin, In anl , ,n , ovaiocitOza Ovalocitele sint eritrocite de formă ovala care se întîlnesc in '"^DreSeite (eritrocite falciforme) Eritrocitele dțj panocitară a eritrocitelor este mult favorizată daca se lașa sau metabisulfitul de sodiu Caracterul falciform este legat de prezenți )* ii S Poikilocitoza este deformarea pronunțată a eritrocitelor care iau forma de rachetă de tenis, de pară, de oval cu contur neregulat, dantelat etc L e sint foarte diferite ca talie Se întîlnesc în anemii pronunțate și grave și se consideră ca fiind rezultatul unei fragilități celulare crescute, influențate și de întinderea frotiului Totuși, în multe cazuri, examenul sîngelui proaspăt arată poikilocitoza; este vorba deci de o deformare preexistenta a formei ANOMALII DE COLORABILITATE Eritrocitele hipocromc (hipocromie) sînt palide în comparație cu cele normale Astfel de celule sînt slab încărcate cu hemoglobină, și hipocromia este aproape totdeauna însoțită de microcitoză Anulocitul este un eritrocit hipocrom cu hemoglobină concentrată la periferie, incit centrul pare complet necolorat, ca lipsit de conținut, dînd elementului aspectul unui inel Eritrocitele hipercrome Noțiunea de hipercromie nu este reală, concentrația eritrocitară medie în hemoglobină nedepășind niciodată % Noțiunea clasică de hipercromie, dedusă din valoarea globulară, nu ține seamă de volumul eritrocitar Colorația eritrocitelor poate fi mai intensă în unele cazuri, cum se observă în megalocitoză, în sferocitoză, în macrocitoză, dar aceasta nu se datorește unei concentrații mai mari în hemoglobină, ci creșterii grosimii celulei și dispariției zonei clare centrale Anizocromie se numește aspectul unui frotiu care conține eritrocite hipo-erome și normocrome, deci eritrocite încărcate mai puțin sau mai mult cu hemoglobină Eritrocite bazofile sint eritrocite care provin din eritroblaști care si-au pierdut nucleul înainte de încărcarea citoplasmei cu hemoglobină La colorația panoptică au o nuanță albăstruie, afinitate bazofilă datorită persistenței citoplasmei eritroblastului bazofil care conține acid ribonucleic (ribonucleoproteine) în colorația vitală cu albastru briliant de erezii se con-dec^reâcuhcde baZ°ble conVn substanță granulo-filamentoasă, fiind Eritrocite poheromatoide Unele eritrocite nu sînt colorate în roz ci ore-/ inia o sene de nuanțe de la roz-cenușiu la albastru-cenusiu si albastru-vio mică decit eritrocitul bazofil, fiind mai mature d 'îl baZOf lla “ cantitate mai arată că aceste eritrocite policrom to a w, , feS-U' vitală bazofil, cit și col policromatofil se întîlnesc în anemîigXcuregeXa™tU CORPUSCULII INTRAERITROCITARI Eritrocite cu punctații bazofile (granulații bazofile) Puncta ți ile din eritrocite se prezintă sub formă de g™"» ® Z yUrtinweM- Giemsa in albastru-violaceu; mai net și mai sigur apar eu ■coloM m* « ( , de metilen, in nuanță albaetru-verzuie Se ințl)ne C cu plumb (saturnism), dar se pot intdm șl in alte anei , ■ • ’ jjj u megaloblastice Numărul lor este, de asemenea, crescut in xi țlI , benzen, oxid de carbon, anilină și intr-o sene de anemii cu re^ n,iar • I subliniat că în nici o altă împrejurare unei anemii și de gradul acesteia Nivelul la care numărul de eritrocite cu punctații prezinte importanță pentru diagnosticul de saturnism este loarte divers apreciat: pentru unii autori, de la elemente la de eritrocite, pentru alții de la elemente la de eritrocite Personal am întîlnit un număr crescut de eritrocite cu punctații bazolile, între și la de eritrocite, la o bolnavă cu anemie mediteraneană, formă minimă — Natura punctațiilor bazofile Ele sînt formate de ribonudeoproteine; dovadă este faptul că sînt distruse de ribonuclează împrejurările în care se observă eritrocitele cu punctații bazofile coincid cu afecțiunile la care sinteza hemoglobinei nu se face normal, este blocată ca în saturnism, talasemie, anemie megaloblastică, intoxicație cu oxid de carbon Este însoțită deseori de o creștere a protoporfirinei libere eritrocitare și de o tulburare generală a metabolismului porfirinelor S-a constatat o diferență mare între procentul de eritrocite cu punctații bazofile din sîngele venos față de singele capilar După unii autori, în sîngele venos numărul acestor elemente ar fi de — ori mai mare decît în sîngele provenit din pulpa degetului Astfel de punctații se pot puține la unice; pot ci numai prin unii autori, în sîngele venos numărul acestor elemente ar fi de — ori mai întîlni nu numai în eritrocite, dar și în eritroblaști, concomitent Corpusculii Heinz (Ehrlich-Heinz) sînt granule mici, rotunde număr, așezate adesea spre periferia celulei, mai frecvent izolate, li însă și multiple Nu se colorează prin metoda pancromică, ci \ coloianți vitali, ca albastru de Nil, violet de metil, albastru briliant de crezn Corpusculii Heinz se întîlnesc în intoxicațiile methemoglobinizante cu iemlhidrazina anilma, mtrobenzen, unele sulfamide (sulfhemoglobină) Este vorba de un derivat verdo-hemo-cromogan, care apare în prezenta melhemo-globinei sau sulihcmcglobinei (verdoglobine) Splenectomia favorizează creșterea numărului lor în caz de intoxicații Șiderocite Tehnicile histochimice pentru decelai, dență granule albastru deschis, în număr de una pînă reflectînd depunerea ierul ui sub formă trivalentă, ca h tel de granule sînt prezente în eritrocit, celula se nume prezente în eritroblaști, se vorbește do sideroblaști Prezența siderocitelor și sideroblaștilor prezintă o in studiul și diagnosticul anemiilor, fiind strîns leo-u SAU CITOPLASMATICE ERITROCITE CU DIVERSE RESTURI NUCLEARE Corpusculii Jolly (Howell Jolly) sînt resturi de țotunzi^ dau reacția Feulgen pozitivă Se prezintă su azurofilă* diametrul lor este de obicei de p dar pot fi si mai mari; se găsesc cîte unu lint unl er rareori doi sau trei Eritrocitele cu corpusculi Jo У/^Xlor a^ lollv provin din picnoza cromozomilor care in cursul diviziunilor апоішл» rămîn în citoplasmă (cromozomi aberanți) Se °^sAer^ ț^^^J^ocite, mai ales în anemiile megaloblastice, in care se po in , cît si în megaloblasti, unul sau mai mulți intr-o celula de mărime variabila, semn important în punerea diagnosticului de megaloblastoza Pulberea cromatiniană (granulațiile eritrocitare azurofile) reprezintă tot resturi cromatienine care rămîn în eritrocit; au aspectul de puncte tine răspîndite în celulă și se întîlnesc în special în megaloblastoza Inelele Cabot sînt formațiuni subțiri, filamentoase, în formă de inel, de cifră etc , azurofile, colorabile cu colorația pancromică în roșu-violaceu sau roșu-deschis, dispuse la centrul sau la periferia^ eritrocitului Originea lor este încă discutată Reacția Feulgen este negativă pentru inelele Cabot, totuși mulți autori le interpretează ca resturi nucleare Unii autori consideră că originea inelelor Cabot este în fibrilele fusului mitotic, care au rămas neresorbite Se întîlnesc în anemii foarte grave: anemiile din leucoze și neoplasme, anemiile aplastice în ultima fază a evoluției CORPI ENDOGLOBULARI DE ORIGINE EXTRINSECĂ I ( Studiile efectuate asupra diferiților factori care pot produce perturbări în sinteza hemoglobinei prezintă o importanță deosebită în înțelegerea pato-geniei anemiilor Cîteva noțiuni privind sinteza și structura hemoglobinei sînt necesare O încercare simplistă a acestei sinteze se poate prezenta astfel: — Hemoglobina este o cromoproteină formată din unirea unei proteine incolore — globina, cu patru molecule de HEM, grupare se imprimă culoarea — O moleculă de globină este un tetramer format din lanțuri poli-peptidice cu structură perfect cunoscută privind secvența aininoacizilor din fiecare lanț — HEM-ul este format din protoporfirină și fier: protoporfirină - Fe++ = HEM — Protoporfirină - Fe^+ -> HEM - Globina = Hemoglobina Structura protoporfirmei = este formată din nudei pirolici legați între ei prin patru grupări metenice: — CH = care realizează un ciclu închis legate de caibonii oc Carbonu [ formează cele viriuri ale norfirinelor (fig ) Există mai multe porfirine Aceea corespunzătoare HEM-ului este por-fhina IX derivată din etioporfirina III denumită protoporfirină Protopor-iirina IX ( ) este singura care se poate combina cu fierul (fi^ ) La protoporfirină IX, hidrogenii celor vlrfuri sini Înlocuit” priii patru grupări metil (—CHS), prin două reziduuri propionice (—CHa—CH — COOH) și prin doua grupări vinii (—CH = CH ) Uroporfirină Sinteza protoporfirinei și HEM-ului Acid succinic - glicocol A ■» “M /V H Fig lS Struc tura proto-porfirinei Fig Valențele coor-dinative ale Fe Această fixare reversibilă nu are loc decît cînd HEM-ul este combinat cu globina naturală Legat de o altă proteină unde globina este denaturata, HEM-ul își pierde capacitatea de a se fixa în mod reversibil cu O ; cînd sub acțiunea unui oxidant fierul trece în stare trivalentă, Hb se transformă în methemoglobină, formă de asemenea incapabilă de a se combina reversibil cu O Cele molecule de HEM se găsesc la suprafața moleculei de hemoglobină, în locuri separate de cele lanțuri polipeptidice ale globinei Lanțurile poli-peptidice sînt formate prin unirea a unui număr mare de aminoacizi, aceștia /NH fiind schematizați prin formula generală: R —CH^ unde R reprezintă lanțul lateral caracteristic unui anumit aminoacid Asamblarea aminoacizilor este realizată prin legături peptidice adică combinarea grupării aminice (—NH ) a unui aminoacid cu gruparea carbo-xilică (—COOH) de următorul aminoacid NH—CH—СО—NH—CH—СО—NH—CH—СО - Ri R R Pentru hemoglobina A, lanțul a conține aminoacizi si lanțul ’ cele lanțuri ale globinei conțin circa aminoacizi ' ’ ’ HEM-ul se sintetizează în mitocondrii și globina în ribozomi Sinteza proteinelor cere ADN în nucleu și ARN în citoplasmă și nueleol hb «iih\hl;;mog ob”r' S- iac'! ct:ndlț ’ tu,ologbe nu numai la nivelul eritro-blaștil jr ci ea continua la retioulooit, acestea din urmă fiind cap abile de Incorpora acizii armnați cu toate că sînt lipsite de nucleu dar conțin ARN De asemenea smteza hemoglobinei continuă la un grad redus la I I trooitului tlnăr un anumit timp Această sinteza a hemoglobinei la nivelul sîngelui periferic este mult crescută in anemii Клц,а(х docil în Hemoglobina este singura proteină care nu este metabolizata d ti momentul distrugerii celulei, adică eritrocitului Astfe ntinuă se supune legii generale a echilibrului dinamic de secreție și sinteza continuă intracelulară așa cum se Intîmplă cu alte proteine ciloplasmatice DIFERITELE TIPURI DE HEMOGLOBINE UMANE în timp ce HEM-ul la vertebrate este o grupare identică, globină prezintă variații multiple privind structura ei: natura aminoacizilor, proporția lor, variază de la o specie la alta și chiar în sînul aceleiași specii ^ Diferitele tipuri de hemoglobine umane deosebite de HbA (adulta) se datoresc structurii deosebite a globinei în secvența lanțurilor polipeptidice, care imprimă modificări eritrocitare profunde privind biologia acestor celule și determinînd sindroamele denumite hemoglobinoze Structura schematică simplistă a hemoglobinei A normală este (fig ): ■HEM / НЕМ Fig Schema simplistă a HbA = агРг* Ă HEM НЕМ Globină HbA = а : fiindă compusă din două lanțuri а și două — moleculă de globină (tetramer cu lanțuri polipeptidice) și molecule de HEM TULBURĂRILE DE SINTEZĂ A HEMOGLOBINEI Tulburările de sinteză a hemoglobinei pot interesa patru compartimente în lanțul de sinteză a acestei proteine după schema: Protoporfirină + Fe++ — HEM -j- globină = Hb Există tulburări în sinteza HEM-ului și tulburări în sinteza globinei Tulburări în sinteza HEM-ului: Grupa I = Tulburări în sinteza protoporfirinei a) lipsă de vitamina B (Biermer) b) lipsă de acid folie c) lipsă de piridoxină (Vit B ) d) scăderea de ADN și ARN e) intoxicații cu plumb etc (porfirii simptomatice) f) porfirii congenitale g) porfiria hepatică Grupa II = Lipsă de fier (anemii hipocrome) Grupa III = Blocarea sintezei de hemoglobină prin blocarea unirii pro-topornnnei cu fierul — Saturnism — Infecții cronice — Neoplasme — Ilemocromatoze Grupa IV Hemoglobinoze = tulburări în sinteza globinei: hemoglobine anormale Tulburări în sinteza hemoglobinei Protoporfirină GLOBINA = Hb Grupa II: — lipsă Fe++ Hemoglobinoze — lipsă acid folie — scăderea ADN și ARN — intoxicații Pb etc — porfirii Grupa III: — blocarea unirii protopor-firinei cu Fe Tulburări în sinteza HEM-ului Tulburări în sinteza globinei STUDIUL FIERULUI Fierul seric: dozarea sideremiei prezintă o importanță deosebită în hematologie în majoritatea cazurilor valoarea sideremiei orientează și asupra cantității de fier din organism, dat fiind că sideremia începe să scadă cînd rezervele sînt epuizate Sînt și situații cînd sideremia este scăzută și rezervele crescute (anemii din stări febrile prin infecții cronice, sau neoplasme) Astfel o apreciere completă, pe lingă cunoașterea sideremiei, cercetarea rezervelor de fier prin aprecierea hemosiderinei din frotiul medular și sanguin (siderocite, sideroblaști, celule reticulare) prezintă o importanță deosebită Siderofilina sau transferina asigură transportul fierului de la locul de absorbție intestinală și de catabolism al substanțelor feruginoase în organele de rezervă și utilizare Siderofilina este o proteină care migrează electro-foretic în regiunea Pi-globuline în tubul digestiv, fierul adus pe cale alimentară se absoarbe ca fier bivalent Fierul bivalent (Fe++) se oxidează în fier trivalent (Fe++) la nivelul celulelor duodenale, apoi la polul opus al celulelor, fierul se reduce din nou ^ег bivalent La nivelul intestinului fierul adus pe cale alimentară se absoarbe ca fier bivalent prin intermediul apoferitinei care trece in feritină Cînd toată apoferitma din peretele intestinal se transformă în feritină prin axare de fier, absorbția fierului este oprită Dacă organismul are nevoie de ier, fieru din feritină trece în sînge și se unește cu siderofilina redevenind fier tnvalent fund transportat în această stare Apoferitina intestinală ramasa libera fixează alte molecule de fier în mod normal siderofilina este parțial saturată cu fier, circa — °/ Diferența pma la saturarea totală a siderofilinei cu fier reprezintă o ’ Oltatea latentă (C L ) de saturare (de fixare a fierului) Sa fi/г X t Z V/N/V “ (CL ™pr?zintă capacitatea totală de fixare Valori normale Fier seric (F S ) Capacitatea totală (C T ) Capacitatea latentă (C L ) Coeficient do saturație (C у la ml ser у la ml ser y la ml ser , (F S ) turație (C S ): este raportul dintre fierul ^serie (F S ) , fixare (C T ) In mod normal acest coeficient variata ntul de siderofilina variază în general in sens divers; >, siderofilina crește și invers cînd fierul seric ere Intre , și ,bo Sideremia și proce cînd fierul seric scade, v siderofilina scade în anumite stări infecțioase scade atît fierul seric cît și siderofilina , Variațiile siderofilinei și ale fierului în funcție de diferite afecțiuni — cantitatea de siderofilina este crescută numai într-un caz: în anemia feriprivă; — scăderea siderofilinei se intîl-nește in cursul infecțiilor cronice și în hemocromatoze; o scădere moderată se întîlnește în anemiile hemolitice si în anemia Addison-Biermer; — în anemia feriprivă coexistă sideremia scăzută cu o cantitate de siderofilina crescută Rezultă în aceste cazuri un coeficient de saturație (G S ) scăzut pînă la , sau chiar Fig Fierul seric, capacitatea latenta și capacitatea normală de fixare a fierului sub acest nivel; — în anemii hemolitice (talasemie), în anemia Biermer, fierul seric este crescut iar siderofilina scăzută, G S fiind ridicată la , ; — în anemiile din infecțiile cronice se constată o scădere atît a fierului seric cit și a siderofilinei, deci rezultă o C S normală; — în hemosideroză și hemocromatoză fierul seric este foarte crescut, și siderofilina foarte scăzută, deci un raport C S foarte crescut cu valori cuprinse între , și Tabelul XXIV Variațiile sideremicl și siderofilinei în diferite stări patologice Normal Anemie feriprivă Anemie Biermer Anemii în infecție Hepatită virală Hemosideroză Ilemocromatoza Fier seric у у y y y y y Siderofilină PRO BAI P ERSID В R EMI EI PROVOCATE și se apreciază absorbția digestivă i oată durata probei * -г mg fier bivalent, sub forma unui P™£us comercial fieru] și eventual ore se recoltează cîte o proba cte sin& , seric in fiecare probă - nînă la — у la ml ser intre a -a și a -a oră după administrare și scade progresiv, pentru a reveni la normal după ore Uornlni qpric înăl- în anemii feriprive se constată o creștere marcata a «ralul ser c, țimea curbei fiind crescută iar valoarea sideremiei inițialei fum • în anemii hipocrome infecțioase sau neoplazice, deși exista ла tiale scăzute ale sideremiei, nu apare о hipersideremie provocata^ ranid ’ în astfel de cazuri resorbția se face normal, insa fierul trece foarte rapid in țesuturi, ceea ce nu permite creșterea lui în ser / , ’ In anemiile hipocrome, datorită tulburărilor de resorbție a fierului (clor-anemie achilică, anemii după rezecție gastrică) hipersideremia este puțin НС С Сn tU cit • în anemiile hipersideremice nu apare o hipersideremie provocată Tabelul XXV Variațiile fiziologice ale fierului seric (F S ) (Valori medii în gamma (y)% cu variații de ± %) (după J, Bornard) Vîrsia F S Vîrsia F S nou-născut Adult bărbat / — luni Adult femeie —± luni — luni G— luni — ani — ani — ani ; ii Pe lingă variațiile sideremiei în funcție de vîrstă și sex, o altă particularitate se întilnește într-o stare fiziologică ca sarcina’ în primele — luni, valorile sideremiei sînt normale în ultimele luni de sarcină valorile medii sînt în jur de y% Studiul fierului cuprinde următoarele probe: — determinarea fierului seric — determinarea siderofilinei — proba hipersideremiei provocate CC U reticufari °itOchimică: fierul din depozite: sideroblaști, siderooite, Tehnicile de explorare cu izotopi radioactivi privind eritropoieza care au permis precizarea unor date importante de fiziopatologie pricind eritro! inetica și ferokinetica sint utilizate numai în laboratoare special amenajate ERITROPOIEZA ȘI INFLUENȚA UNOR FACTORI NATURALI Eritropoeza sau formarea eritrocitelor denimb înf i a presiunea parțială a oxigenului Studiile do fiziol Se lu аНІаГоГ -Ѳ nle presiunii de oxigen oare se constată in funcție de altitudine au o - - Altitudini mari, gradul de mare asupra eritropoezei ~~ ’bnrmon secretat de țesutul renal oi stimulează secreția de entropoietina, • mecanism care explică poli putere mare stimulantă asupra entropoiezei, mecanism t globulia de înălțime r л r * n, nrnteino modifică hemato consumă cantități foarte mari de vitamina b F д nn Dnra lelismYntrlca” Л a proteică și aceea de fier, deoarece sursa cea m-’ ■mpor-tantă de fier alimentar o constituie carnea INFLUENȚA FACTORILOR TOXICI Influența poluării industriale prin factori toxici prin diferite substanțe chimice, ca și influența abuzului de medicamente, reprezintă tactori impui-tanți, care pot produce alterări ale eritropoiezei ANEMIILE CLASIFICAREA ANEMIILOR Clasificarea anemiilor se bazează pe mai multe criterii, datorită unor factori etiologici extrem de multipli care stau la baza instalării unei anemii Astfel pe lingă modificările cantitative privind scăderea numărului de eritrocite sau a hemoglobinei sau modificările morfologice și dimensionale eritrocitare, trebuie studiate și constantele biochimice, completate cu investigații imunologice sau enzimatice, după caz Ancheta familială nu trebuie să lipsească pentru descoperirea anemiilor cu caracter ereditar O bună orientare de început asupra unei stări anemice se poate încadra în următoarea clasificare, prin diferențierea a trei grupe de anemii: — Anemii microcitare hipocrome — Anemii normocitare normocrome- > — Anemii macrocitare normocrome ANEMIILE MICROCITARE HIPOCROME O anemie se numește hipocromă cînd scăderea hemoglobinei este mult mai accentuata decît scăderea numărului de eritrocite Se caracterizează deci, prin scăderea conținutului eritrocitar mediu în hemoglobină si prin scăderea valorii globulare & Din punct de vedere etiopatogenic se împart în: — anemia hipocromă feriprivă anemie hipocromă prin blocarea sintezei de hemoglobina — anemia hipocromă prin carențe multiple & Anemiile hipocrome feriprive pot surveni prin: pierderi de sînge prin hemoragii mici, repetate, ducînd la spolierea organismului de rezervele de fier Se observa în caz de: ' hemoragii digestive: hernie intestinal, rectal, duodenită hemoragiea (ankjlostoma), nem gastr oduodenal: — pnistaxisuri repetate; — hemoragii genitale: polip, fibrom, metnte, cancer, -sindroame hemoragice: hemofilie, purpura, angiomatoza tip Rendu Osler: — sarcini repetate cu lacțație prelungită , linui anort insuSprb laptele matern: alimentație săracă in fier, creșterea nevoilor de fier la copii v , Asimilarea defectuoasă a fierului prin lipsă de lonizare gastrica sau a -sorbtie intestinală defectuoasă, in: — gastrectomie, gastroenteroanastomoză, gaștrite cu anaclorhidne, — enterite rebele, dizenterie, sprue, boală celiacă Caracteristicile morfo-biologice ale acestor anemii sînt următoarele — scăderea numărului de eritrocite — hemoglobină scăzută — valoarea globulară scăzută ( , — , ) — microcitoză , — măduvă: hiperplazie eritroblastică cu predominanța entroblaștilor bazofili — volum eritrocitar mediu: scăzut — conținut eritrocitar mediu în hemoglobină: scăzut — concentrația eritrocitară medie în hemoglobină: scăzută — fier seric: foarte mult scăzut — capacitatea serului de fixare a fierului: foarte crescută — protoporfirină liberă eritrocitară: crescută — rezervele de fier din organism: scăzute — sideroblaști: absenți — fier în sistemul reticulo-histiocitar: absent — proba hipersideremiei provocate: se constată o creștere marcată a fierului seric, înălțimea curbei fiind crescută Anemii hipocrome prin blocarea sintezei de hemoglobină în aceste cazuri, cantitatea de fier din organism rămîne nemodificată dar există o repartizare anormală a fierului în diferitele compartimente (tulburări în metabolismul fierului) Anemii hipocrome prin blocarea sintezei de hemoglobină cu hioo-sideremie be observă în: infecții cronice, neoplasme, uremie, insuficiente endocrine (ovanana, tiroidiană, hipofizară) ciențe Caractere biologice care o deosebesc de anemia feriprivă* - fier seric scăzut, dar mai puțin decît în anemia feriprivă* protoporfirină liberă eritrocitară: crescută; P ’ - fier fn sistemul reticulo-histiooitar: prezent din abundență- — proba hipersideremiei provocate: negativă (nu apare hipersideremie provocată) , • Anemii hipocrome prin blocarea sintezei de hemoglobina cu iper sider etnie Se observă în: — talasemie, intoxicația cu plumb Caractere biologice distincte sînt: — fier seric: crescut, uneori normal; — protoporf irină liberă eritrocitară: crescută, — rezervele de fier în organism sînt nemodificate, însă anormal repartizate: există o depunere a fierului în celulele seriei eritrocitare, — sideroblaști și siderocite: prezente din abundență; — fier în sistemul reticulo-histiocitar — absent sau foarte iar prezent (vezi tabelul XXV referitor la anemiile hipocrome) Anemia hipocromă cu hiposideremie a adultului Anemia hipocromă primitivă a adultului — anemia tip Heyem-Knud Faber — este o afecțiune foarte rară, cu caracter constituțional și familial Ancheta etiologică negativă poate pune acest diagnostic rar Anemia hipocromă secundară cu hiposideremie a adultului se caracterizează prin următoarele semne clinice: — paloare, dispnee: ragade bucale, atrofie linguală, disfagie, anorexis, atrofie gastrică; — tulburări cutaneo-mucoase: piele uscată, părul rar, uscat, deformații ale unghiilor Ancheta etiologică trebuie să cuprindă anamneza despre hemoragii: — examene ginecologice, oto-rino-laringologice; — examene ale tubului digestiv: radiografie, radioscopie, rectoscopie, paraziți, aciditate gastrică; — studiul hemostazei Caracteristicile hematologice sînt următoarele: — anemie moderată: eritrocite mm ; — hipocromie cu V G = , — , ; — microcitoză; — hiperplazie eritroblastică medulară, cu predominanța eritroblastilor bazofili; — fier seric scăzut Anemia hipocromă cu hiposideremie a adolescentului (cloroza puber tară) Această anemie este rară in zilele noastre, datorită schimbărilor radicale ale condițiilor de viață și de igienă Se va cerceta etiologia anemiei hipocrome; numai o anchetă negativă privitoare la hemoragu, infecții sau intoxicații poale pune diagnosticul de cloroza a Anemia hipocromă cu hiposideremie a copilului Apare intre a -a ți a -a lună de viață ^* ^ anemică sau de copii hrăniți numai cu lapte timp îndelunga • Fiorii favonzanți: infecții, tulburări digestive Semnele clinice: paloare, apatie, anorexie, uneori febra Hematologic se găsesc: — scăderea numărului de eritrocite — hipocromie — microcitoză — leucocitoză — limfocitoză , -măduvă: hiperplazie eritroblastică ou predominanța entroblaștilor bazofili; uneori hiperplazie limfoidă asociată; — Riposideremie w Pentru punerea diagnosticului se vor face următoarele investigații: — dacă există prematuritate; — dacă copilul este provenit din sarcină gemelară; — căutarea hemoragiilor tubului digestiv: hernie diafragmatică, malformații esofagiene, ulcerații, polipi, angiom, paraziți; — insuficiență de aport alimentar în fier, prin regim nepotrivit și asocierea unor carențe de vitamine G, B; — căutarea unor focare de infecție: oto-rino-laringologic în special; — eliminarea unei leucoze acute Anemia hipocromă a copilului poate să fie însoțită de o proliferare limfoidă a măduvei Anemia aplastică a copilului (Blackfan-Diamond) Este o afecțiune gravă, deseori fatală, dar uneori poate evolua spre vindecare Interesează numai seria eritrocitară, cu o tulburare în proliferare și maturare Anemia este simptomul esențial și deseori singurul; este o anemie aregenerativă (reticulocitopenie) Hematologic, în măduvă se găsește fie o dispariție a eritroblaștilor, fie o oprire în maturația lor la stadiul de policromatofil’ sau acidofil Trombocitele și leucocitele sînt în număr normal Mecanismele care duc la anemia hipocromă sînt: — hemoragii cronice % din cazuri — tuIburari de absorbție și de aport % din cazuri tulburări prin blocarea hemoglobinei % din cazuri — depuneri de fier în sistemul reticulohistiocitar % din cazuri ANEMII NORMOCITARE NORMOCROME (Anemii hemolitice) Indiferent de factorul etiolomc deterininsni an -wniu i v ♦ terizează prin emne comune, a căror cXt^’n^ l® h?molltlce bită în orientarea diagnosticului ‘ U prezintă o importanță deose- Veste semne se impari in mari grupe - semne de eritrocitară exagerata, , s muu' de nwnrnire eritrooilarA exagerată (,mnlntntă * * «КЯ!« so ilntoroelo fio onor eritrocite aiior-пІЛ е\?^ Х\''ГаГ \Х\;апоІооі>' 'fite Mfiunu Sm'iitiX deswiss’n Stimul XpX datorește unor cauze mixte, eritroci tsro mtar, exogen, de natură medicamentoasă, alimentara sau mlecțmasa, întîlnit in deficiențele in G- -P- ) w Scrme comune tuturor anemiilor hemolitice: în condițiile fiziologice exista un echilibru intre cantitatea do eritrocite produsă și eliberată în circulație de către sistemul hematopoetic și cantitatea de eritrocite distrusă în mod normal dnrata de viață a eritrocitelor este de de zile, acțiunea factorilor nocivi, fie eritrooitari, fie extraoritrocitari, durata d>' viața a lor este scurtată, distrugerea eritrocitară depășește limitele normale și in acest car se instalează un sindrom hemolitic Cu cit durata de viața a eritro-eitelor este mai scăzută, cu atît distrugerea lor va fi mai mare O distrugere eritrocitară de proporții mici, in anumite limite, nu este însoțită de anemie, deoarece măduva hematopoetică are o mare capacitate de regenerare care compensează ușor distrugerea în astfel de cazuri anemia poate lipsi sau uneori se poate găsi chiar o ușoară poliglobulie, printr-o excitare medulară și o hiper-plazie eritroblastică compensatoare I n sindrom hemolitic compensat fără anemie se pune în evidență prin prezența semnelor de distrugere eritrocitară exagerată (hiperbilirubinemie indirectă crescută etc ) și prin semnele de regenerare eritrocitară exagerată (numărul de reticulocite crescute etc ) Măduva hematopoetică prezintă o capacitate compensatoare mare, ce poate face față la distrugeri eritrocitare de — ori mai pronunțate decît ■ iit-le fiziologice, (and distrugerea depășește capacitatea compensatoare a măduvei, atunci se instalează anenua, sindromul hemolitic devine decompensat \ lața eritrocitelor este atunci scurtată sub de zile și anemia este cu atît mai pronunțată cu cit distrugerea este mai intensă si viața eritrocitelor mai scurtă - semne biologice: bip i bilirubineiniv indirectă /' • ■••ijO’l'ril bl Ifoblllihigonului ; () pu eiH ti te; urobilinurie: clnd : тпЯ /со v P ~ talasemie Prin tulburări calitative: lanț fi: drepanocitoză (HbS) hemoglobinoză Ziirich hemoglob inoze C, E b București lanț a sau fi: hemoglobinozr) l),G,M л Anemii hemolitice enzimopenice Anomalii interesînd sun tul Dickens-Horetker — deficiență în glucoza — -fosfat-dehidrogenoza, — deficiență in -fosfo-gIuconat-dehidrogenaza, Anomalii interesînd glicoliza anaeroba (Em i e - — deficiență în piruvat-kinază; — deficiență în trioză-fosfat-izomerază; — deficiență în - - difosfogliceromutază — tulburări ale — instabilitatea — deficiența în — deficiența în glutationului: fiziologică a glutationului (nou-născut): glutation redus; glutation-reductază Hemoglobinurie ANEMII Gî ȘTI GATE paroxistică nocturnă ANEMII CU TULBURĂRI INSUFICIENT DEFINITE Microsferocitoza Minkowski-Chauffard (icter hemolitic congenital — sferocitoză ereditară) Boală ereditară care se manifestă între și ani rar mai devreme, excepțional la naștere, uneori mai tîrziu, la adult Elementele de diagnostic sînt următoarele: Elemente clinice’ — triada icter, paloare, splenomegalie moderată — alte tulburări: modificări osoase (craniu in turn, osteoporoză) Elemente hematologice’ — anemie moderată normocromă — reticulocitoza ridicată — hiperplazie eritroblastică în măduvă - — sferocitoză — diametrul mediu eritrocitar scăzut = — curba Price-Jones deviată la stingă — diminuarea rezistenței osmotice —studiul imunohematologic negativ (absență de anticorpi) constituție normală a hemoglobinei Diagnosticul se pune precoce din copilărie, boala atingind ambele v>xe ‘iK «niversală uniformă Uncie forme fruste sin», iie» noscutc la adult sau bătnn Examenul scoate în evident cu splenomegalie ’ ’ râul 'I electivă și masivă tomie, ca orice biliare și anemie Hematologic sînt marcate eu crom radioactiv araU o sechestrare splenică сичл I,e explică și succesele constante obținute după splenee-'ară reprezintă o complicație frecventă ; upas₽lenec plenectomie să fie precedată și de o explorare radiolăăi bcrosferocitoza ereditară se l ologi tniwua sv uansmite ca un caracter autosomal Șl se recomandă gică a căilor dominant А'тттояке lucrări încearcă ::ă Jăm nea? c-> p-; о нп‘»шаІі e denumite de structură Această informație culeasă de un acid ribonucleic mesager (m-YRNî V Pohpeptidice Alte gene, i cantitativ privind menținerea raportului diferitelor hemoglo- —P weotului Fig Perechile de cromozomi purtători ai genelor care dirijează sinteza hemoglobinei HEMOGLOBINOZELE PRIN TULBURĂRI CANTITATIVE ALE SINTEZEI GLOBINEI T alasemiile Beta-talasemiile Este vorba de mutații ale genei regulatoare (de debit; situată pe același cromozom purtător al locusurilor Ș, у și O primă mutație blochează apariția lanțurilor Ș și dar nu împiedică compensarea prin stimulare totală, cantitativă a lanțurilor y La astfel de indivizi nu se întîlnește o scădere a hemoglobinei globale Această mutație se manifestă prin prezența de HbF în concentrație ridicată de %— % la indivizii heterozigoți și % la cei homozigoți, fără însă să prezinte manifestări patologice O altă posibilitate de mutație ' blocarea apariției lanțurilor și cu înlocuirea și stimularea parțială prin lanțurile y Rezultă deci o scădere a hemoglobinei totale La indivizii heterozigoți HbA este scăzută HbF cută iar A normală sau scăzută Această formă este rară in Enron» frecventă în Africa și Asia Oi altă mutație blochează sinteza lanțurilor fără a modifica lanțurile , permițmd o înlocuire parțială prin lanțuri y Cantitatea globală de b este scăzută si HbA și HbF La homozigot HbF este crescută în ilbA poate fi crescută între % și jj J^ heterozigot HbAa este net crescută cu >a, HbA scăzută Este vorba de formele răspîndite în Europa cres- mai se găsesc alăturate HbA, mod variabil intre % și %; rostul este reprezentat prin HbF normală sau ușor cres-minore Ag (heterozigoți) mai ! regulatoare contro-ctiunea cistronului a fetală este constituită H IiIVU \ luc ' ц ц i mu ui u i uu к ii * * | j , Forma de a-talasemie heterozigotă este viabilă- Se însoțește le o scamr ilobală a hemoglobinei, fără modificarea proporțiilor respective intrn >- > І varietăți de hemoglobine, adică A,F și A Cromozomul talasemie a elaborează în proporție scăzută lanțuri a n așa fel incit există un excedent de lanțuri у sau , după vîrstă Aceste lanțuri ■' si se polimerizează in grupuri de cîte pentru a forma hemoglo ine anor male: y Anemii hemolitice cu fragmentare celulară Anemia hemolitică cu fragmentare celulară, denumită și anemie hemolitică microangiopatică se încadrează în grupa anemiilor hemolitice ciști^ate prin cauze extraeritrocitare Se mai cunoaște sub denumirea de sindromul Mosckowitz caracterizat prin purpură trombotică trombocitopenică însoțită de anemie hemolitică ’ Acest tip de anenue hemolitică cu fragmentare celulară scoate în evidentă natura mecanica a modificărilor morfologice ale eribrocitului, elementele care se prezintă sub forma triunghiulară, crenelate, în coif, fragmente discoid de mi T fragmente alungite etc , întîlnite pe frotiul de sînge ' k Ш U’ Astfel de aspecte se întîlnesc în următoarele boli - in naf U t ză cwticală bilaterală a rinichilor cu ovoluliX^ eu neero- in glomerulo, ,frito acul ,; i , acl„„ pBie; ,J| ' д‘ , Veopu; tene-u maligna; iu L E diaomi mtl iu alo ozo « Sbia ustrice, bronșice sau cancere de prostată; după intervenție m chirurgia șseațjasî ' v â^s -«siiS“ ,„lpib,„ lor suferit' de eritrocite in contact cu vasele de calibru nuc (microangtopat e) Leziunea vasculară interesează arterialele si capilarele care prezm а о пн г , fibrinoidă iar in lumenul lor se găsesc trombusun hialine care astupa pai,ial circulația vaselor miei Astfel de leziuni se întilnesc cu predilecție la nivelul rinichiului dar pot fi intîlnite și in alte țesuturi ca splina, plaminul, miocardu , suprarenalele creierul De asemenea astfel de leziuni se întilnesc la nivelul țesutului canceros cu metastaze multiple De asemenea acest fenomen se întîlnește și în coagularea mtrayasculara diseminată microcheagurile astupînd total sau parțial vasele mici, ceea ce duce la leziuni parietale în toate aceste tulburări intîlnite în diferite afecțiuni este posibil ca ieno- menul inițial să fie tocmai coagularea intravasculară, depozitele de fibrină care astupă vasele mici avînd un rol hotărîtor în inițierea alterărilor parietale De altfel aceste fenomene au fost reproduse experimental prin inducerea fenomenului Sanarelli-Schwartzman care realizează o fibrinogenopenie, tromboci-topenie și hemoliză în același timp Trombocitopenia întîlnită în aceste tipuri de anemii este o consecință a coagulării intravasculare diseminate Un număr mare de astfel de afecțiuni sînt precedate cu cîteva zile de semnele caracteristice unor infecții respiratorii sau digestive Alte cazuri sînt legate de o hipersensibilitate medicamentoasă Uneori la astfel de cazuri se întîlnește un fenomen de boală autoimună Datorită acestor elemente etiopatogenice multiple, tratamentul se bazează pe antibiotice, corticoterapie în doze mari cît și folosirea heparinei pentru combaterea coagulării intravasculare diseminate Anemia saturnină Anemia saturnină se caracterizează printr-o sideremie normală sau ridicată Anemia este moderată cu ușoară hipocromie, numărul de reticulocite este crescut și se întîlnesc eritrocite cu punctații bazofile Se întîlnește o creștere a protoporfirinei eritrocitare din sîngele circulant, poate deduce astfel că există o tulburare în încorporarea fierului Plumbul blochează unirea protoporfirinei cu fierul prin lezarea selectivă a fermentului hem-smtetaza (fermentul Goldberg) De asemenea In saturnism se întîlnește o acumulare de alți precursori ai sintezei protoporfirinei, în special acid -aminolevulinic, creșterea acestuia mergind paralel cu gravitatea intoxicației Mecanismul intoxicației se exnl prin faptul că plumbul formează complexe hidrosolubile ușor'difuzabile n enorul ce ulcior care blochează grupările Sil Atît HEM-sintet delta-amino-levuhniG-deshidraza sînt foarte bogate in Grupări SH explica tulburările de sinteză а IIЕГ* • • - P sori ai protoporfirinei în urină ca asemenea creșterea în eritrocite a i Л пвтш sidero-acrcslu й st tip de anemie se caracterizează, incorporării fierului de proto-i în acest tip de anemie se , fierul seric este crescut-Fierul medular'și în alte depozite este in exceș$pI*lZ" “ cu sideroblaști cu granulații mari, Acest tablou hematologic se in Denumită și anemie sideroblastică, ca și anemia saturnină, r ; ■ porfirină, fiind deci o blocare a sintezei HEM-ului întîlnește o hipocromie sau uneori normocromie distribuite difuz sau perinuclear tilnește și in talasemie unde tulburarea este legată de structura globinei, dar se admite și o tulburare în hem-sintetaza ANEMII HEMOLITICE ENZIMOPENICE Din grupa anemiilor hemolitice cronice ereditare fac parte o serie de afecțiuni cunoscute și devenite clasice ca: boala Minkowsky-Chauffard, eliptoi i-toza, hemoglobinozele în ultimele două decenii, observații de laborator și clinice au scos in evidență o serie de anemii hemolitice ereditare, deosebite de boala Minkowsky-Chauffard, prin mai multe criterii: absența de sferocitoză, o rezistență osmotică eritrocitară normală, ineficacitatea terapeutică a sple-nectomiei; studiul izotopic nu arată o sechestrare splenică izolată, ci o sechestrare difuză, atît splenică cît și hepatică Astfel, s-au desprins net de sferocitoză ereditară o serie de anemii, care au luat denumirea de anemii hemolitice ereditare nesferocitare Această grupă de anemii a rămas însă multă vreme foarte confuză și heterogenă In , Selwyn și Dacie clasificau anemiile hemolitice ereditare nesferocitare în două grupe: tipul I și tipul al П-lea, bazîndu-se pe testul auto-hemolizei la de ore in vitro Astfel, tipul I prezintă o autohemoliza exagerată, necorectată prin adaos de glucoză Această clasificare reprezintă prima încercare de desmembrare a grupei de anemii hemolitice ereditare nesferocitare Studiile întreprinse în ultimul deceniu au reușit să identifice și să individualizeze o serie de tipuri de anemii, desprinse din această grupă, caracterizată prin anomalii biochimice puse în evidență la nivelul globalului roșu, privind echipamentul enzimatic al acestei celule S-a diferențiat astfel grupa anemiilor hemolitice enzimopenice Echipamentul enzimatic al eritrocitului Eritrocitul nu mai poate fi considerat astăzi ca un simplu sac cu hemoglobină Cunoașterea metabolismului eritrocitar a dus la lămurirea multor probleme privind’patogenia anemiilor, precum și tehnicile de conservare a sîngelui ІѴ ' rW:l |Ul cebilă lipsită de nucleu, cu o viață limitată la aproximativ de zile Menținerea funcțiilor celulei antrenează un consum de energie pnntr-o activitate metabolică limitată, care este asigurată de im echipament enzimatic mai simp u decît cel Întîlnit in alte țesuturi Această аіт,>ІІГіЛ ^ icalizeaza m timpul maturației celulei: pier citoplasmatice, antrenează pierderea siste organice, în special majoritatea enzimelor citocroniic indispensabil metabolismului ae Sinteza hemoglobinei începe în eritrol reduse si în nuni i;, , , precum și tehnicile de conservare a sîngelui Eritrocitul este o celulă linsită de nnelmi tiv de zile , celelalte celule consumă o parte importanta b rație, sînt aici aproape abolite și singurii cor su-tuenți care se supun unei reînnoiri destul de limitate sint locah^ ,i m J eritrocitului Menținerea formei discoidale, fenomene e pc/ia formei schimburi active ale membranei față de cationi și de gaze f / , rprmp respiratorii a hemoglobinei constituie unicele procese ului cl£îe Aceste nevoi sînt acoperite prin enzimele citoplasmatice ale lanțulu c > Embden-Meyerhof, catabolismul anaerob al glucozei, care procura J/ energia de care are nevoie celula (fig ) asigurind o reincarcare permanenta si suficientă de A T P ; în aerobioză, prin calea șuntului pentozelor Dickem-ilonecker (fig ) care îi furnizează restul de energie și care, mai ales, îi procură NADPH A treia cale, în catabolismul glucidic, ciclul acizilor tricarboxilici, care se găsește în eritroblaști pînă la reticulocit, lipsește la eritrocit datorită pierderii nucleului și a formațiilor mitocondriale Eritrocitul posedă astfel un catabolism glucidic și poate utiliza diverse hexoze (glucoză, manoză, fructoză, galactoză), dar nu poate degrada nici diholozidele (lactoză, zaharoză) și nici pentozele în cursul maturației pînă la stadiul de reticulocit, celula conservă o respirație ridicată, ceea ce lasă de înțeles că sistemele enzimatice ale catabolismului aerob al glucozei și lanțul respirator persistă pînă în acest stadiu și transformarea de la reticulocit la eritrocit provoacă dispariția unor enzime ale ciclului tricarboxilic și ale unor lanțuri în transportul hidrogenului Enzimele metabolismului nucleotidelor Deși lipsite de acizi nucleici, eritrocitele posedă totuși capacitatea de a forma nucleotide purinice Biosinteza porfirinelor în eritrocit oferă un exemplu analog; formarea acidului amino-levulinic din glicocol, care depinde de sistemul mitocondrial, nu se realizează în eritrocite, totuși aceste celule conțin o dehidrogenază capabilă de a transforma acidul aminolevulinic în porfobilinogen - Semnificația biologică a acestor sinteze rămîne obscură Ele deși reprezintă rămășițe ale sintezelor totale ale eritroblaștilor și reticulocitelor, totuși joaca un rol in menținerea concentrației fiziologice în nucleotide Nucleotidele ?l dervaî" fosfonlați joacă un rol primordial in viata celulei și in conservarea lor m vitro O a treia grupă de enzime eritrocitare sînt hidrolazele legate de stromă Pr°bWa — s*t ade^zmUdâ^ Anemiile hemolitice prin deficiențe enzimatice țeo» in evidență o «orie de leziuni >І<> '• hni‘e ‘ anemii hemolitice congenitale Eritrocitele acesl ♦ , anumită enzirnă și se comportă ca celule il' ;”prematur'si' cu o durată de viață scurtată Astfel ?;a ‘oare au arătat că In unele tipuri de anemii hemoht ee ™ bgate (saturn sm) se produce scăderea unor enzime prin blocarea activități, юг Diagnosticul anemiilor enzimopenice (Elementele generale de diagnostic) Sînt prezente semnele comune tuturor anemiilor hemolitice ca distrugerea eritrocitara exagerată, însoțită de o regenerare eritrocitară exagerata Elemente comune anemiilor hemolitice nesferocitare: — rezistența osmotică eritrocitară: normală; — autohemoliza după de ore: poate fi normală sau foarte ușor cres- cută și slab sau deloc corectată prin adaos de glucoză, definește tipul I din clasificarea lui Selwyn și Dacie ” Autohemoliza, foarte pronunțată după de ore, nu se corectează prin adaos de glucoză nici prin adenozină, dar se corectează prin adaos de ATP; caracterizează tipul al II-lea (Selwyn și Dacie) Studiul izotopic aduce date prețioase Sechestrarea splenică izolată caracteristică pentru sferocitoză nu se observă în anemiile nesferocitare Lneori sechestrarea splenică există, dar este asociată cu o sechestrare hepatică, iar coeficientul de sechestrare atît splenic, cît și hepatic sînt neglijabile Studiul duratei de viață a eritrocitelor descoperă uneori existența unei populații duble de eritrocite: una fragilă cu o durată de viață foarte scurtă, iar cealaltă cu durată de viață normală O astfel de constatare nu a fost niciodată descrisă în sferocitoză ereditară în multe cazuri, contrastul dintre durata de viață a eritrocitelor sub zile și o rezistență osmotică eritrocitară normală aduce un argument important pentru anemiile ereditare nesferocitare Ancheta familială poate descoperi alte cazuri, mai ales printre frați și surori Dar, foarte des, părinții sînt normali Acest contrast între severitatea anemiei hemolitice la bolnav și starea normală a părinților este de asemenea în favoarea anemiei hemolitice nesferocitare Diagnosticul pozitiv al anemiilor enzimopenice Se cunoaște în prezent un număr relativ mare de anemii prin deficientă enzimatica eritrocitara bine individualizate prin anomalie specifică biochimică care le caracterizează Diagnosticul pozitiv se bazează pe studiul enzim itic Se disting următoarele varietăți: P ^muui enznnatic Anomalii interesind șanțul pentozelor Deficiența în glueozo-B-fostatxlohidrogonazîi (G-б ічп '"ai SB|l,ndilă onzimatică e,it, oi-diisiicjjf* arata un шити* J<> ( ГіВСШСШЩ mediteranean, • orica Primul ея -Ж” * St и d І ul СІ in ic atebrma acestei deficiențe în patogenia acestor ictere nu es e La adult, boala se manifestă mai mult hematologic rămine discretă sau lipsește Clinic, boala se exteriorizează prin intervenția unui factor extraeritrocitar exog n: mecUpamemto» sau alimentar Substanțele care pol provoca criza hemolitică sin ;/nP«m->rliir Ifamide: ) antipaludice: primachma, pamachina (plasmoc i n) ) anlihistaminice: ) antihelmmtice: ) antibiotice: cloramfenR • , P XS INH: ) vitaminele К sintetice; ) substanțe methemoglobimzanb, ) alimente: Vicia fava (favism): ) accidental, naftalina Criza hemolitică apare după - zile de latență si poate fi de intensitate variabilă, pînă la crize hemoglobinurice, hemoliza fiind maxima a ba zi Caracteristică este apariția de corpusculi Heinz in timpul crizei La nou-născuți și sugari: apariția icterului grav la nou-născuți, în majoritatea țărilor, este provocată de o izoimunizare feto-maternă sau de prema-turitate în alte țări, ca cele din Mediterana (Sardinia, Grecia) sau în Asia, majoritatea icterelor grave la nou-născuți apar în familiile cu defecțiuni in G- -PD Rolul exact ai acestei deficiențe în patogenia acestor ictere nu este încă total elucidat Deficiența în G- -PD se întîlnește- nu numai în eritrocite, dar și în alte țesuturi și se pare că deficitul enzimei la nivelul celulei hepatice ar avea un rol important Procesul de glicuronoconjugare — și așa deficitar la toți nou-născuții — este și mai exagerat in cazurile cînd deficiența in G- -PD interesează și celula hepatică, incit consecințele hemolizei fiziologice sînt greu compensate și acumularea bilirubinei neconjugate poate provoca un icter nuclear La populația de culoare din America, sensibilă la primachină, deficiența în G- -PD este localizată numai la eritrocite, celulele hepatice nefiind atinse^ ceea ce explică raritatea cazurilor de ictere neonatale enzimopenice Aceste complicații sînt și mai de temut cînd se adaugă și o hemoliza de origine medicamentoasă Agresiunea medicamentoasă poate interveni in timpul vieții intrauterine, pe cale transplacentară sau după naștere, prin administrarea de medicament, în special merită să fie menționate vitaminele К sintetice favismul: acest sindrom hemolitic apare după ingerarea plantei leguminoase Vicia fava Inhalarea de iăină sau polen din plantă poate deslănț ii sindromul Cercetările au arătat la cei ce suferă de favism o deficientă m G-o-PD a eritrocitelor Sindromul biochimic Singura sursă de NADPH în eritrocit provine din primele două ale caii pentozelor, după cum urmează: G- -PD reacții m atice: prl — JrilMiVgLdurhdui in timpul Vieții sale în circulație Inte^ DPNH din cele două căi menține methemoglobina la un pr > - > aproximativ , % Methemoglobina fiziologică este rapid redusă prin doua sisteme enz-imul sistem enzimatic folosește JDPP : aceasta coenzima trec formă redusă de DPNH în cursul oxidării triozofosfatului in g icera e a methemoglobinei este cuplată cu glicobza Aceasta |геар/ j de un cofactor de natură flavropoteică methemoglobmo- - - A-a * • j PI IX А I ) inteTvine'în ciclul'pentozelor 'Reducerea în NADPH este cuplată cu oxidarea a glucoză- -fosfatului în -fosfogluconat și cu oxidarea a -fosfogluconat ului în pentoză-fosfat, în prezența dehidrogenazelor respective (fig ) Aceasta reducere nu se produce decît in prezența cofactorului methemoglobm reduc taza II sau diaforaza II (fig ) Pe de altă parte, NADPH este coenzima gluta-tionreductazei care transformă glutationul din forma disulfură în glutation redus Glicoliza la bolnavii cu deficiență în G- -PD este normală atît timp cît nu există agresiune medicamentoasă sau alimentară Acest echilibru este asigurat printr-un proces de compensare enzimatică Astfel, eritrocitele acestor bolnavi conțin % mai multă aldolază decît eritrocitele normale, ceea ce antrenează o creștere de DPNH De asemenea, se întîlnește o creștere a gluta-tionreductazei care permite eliberarea mai rapidă de NADP Deficiența în G- -PD este însoțită și de scăderea catalazei eritrocitare cu % și de scăderea marcată a glutationului redus Prin intervenția factorilor nocivi se rupe ușor echilibrul labil al bolnavului și apar semnele hemolizei S-a demonstrat că factorii nocivi au ca efect exagerarea glicolizei pe calea pentozelor, forțînd eritrocitele să fabrice mai mult NADPH Dar -G-PD fiind scăzută, se va fabrica insuficient NADPH, iar oxidarea hemoglobinei nu poate fi împiedicată, rolul protector al catalazei împotriva oxidării hemoglobinei este redus, datorită scăderii acestei enzime Astfel, prin oxidarea ireversibilă, hemoglobina suferă o denaturare rapidă care duce la liza eritrocitelor Unii factori ca infecțiile microbiene sau virotice măresc suceptibili-tatea la liză a eritrocitelor bolnavului Cercetarea autohemolizei după de ore la acești bolnavi clasifică deficiența în G- -PD la tipul I (Selwyn si Dacie) Caracterele geneticei deficiența în G- -PD constituie un caracter ereditar și familial purtat de cromozomul sexual X Apariția unei mutatii defavorabile pentru o genă care comandă sinteza unei enzime determină la individul heterozigot o scădere a activității enzimatice cu aproximativ °/ Se cunosc in acest sens mai multe exemple, printre care se poate cita acataTazemia dar în toate aceste cazuri, este vorba do gene legate de autosomi Pentru Лпеіе Л/ к ■ к / ZX Z"* аЪ Z‘ к ‘ zrk ZM ZX aJL-t * « I л-л - - - " k, această apreciere cantitativă a activi-п Astlel, gena care comandă sinteza de К și totuși activitatea enzimatică celulară legate însă de cromozomul sexual ? tații enzimatice nu mai este exact G- -PD este situată pe cromozomul este identica atît la femeie XX, cît mactivarea unuia din cromozomii X voitorii embrionare; la femeie se întîlnește astfel in mod nocm V ? '' ** i^Z' dublă ADP Hexokinaza Glucozo- -fosfat -P-Gluconat Fosfohexozoizomerază G- -P-dehidrogenaza -fosfoglu-conat-dehidrogenază Fructozo- -fosfat Fosfofructokinază Fructozo-l- -difosfat "ATP ADP NADH Aldolază Fosfo- -gliceraldehidă fosfo-dihidroxiacetonă -fosfogliceraIdehidă-dehidrogenază Acid - -difosfogliceric -* Acid- - -difosfogliceric -fosfosJicerikinază Acid- -fosfogliceric Fosfogliceromutază Acid- -fosfogliceric Enolază Acid fosfoenol piruvic Acid piruvic rugonaza Fig, ЙН Schema Pentoză- -P Ч-СО Methemoadobină Methemoglobină Reductaza (Diaforaza I) metabolismului glucozei la nivelul eritrocitului с го ni atinge jumătatea activității găsite la o femeie homozigotă pentru i Dacă £ X cu genă deficientă și ac nulă, iar cei tatea lor va fi identică cu i с л PD în ччй fel încît la femeie, deși există doi X patern inactiv pentru (>- - D, in așa iu -îmozomi (XX), numai unul conține gena activa Femeile heterozigote pentru gena defavorabilă au o ?e!^£ celulară care atinge jumătatea activității găsite la o femeie homoz;g U p t eena normală Dacă această ipoteza este exacta, jumătate țin ce O 'r\o ne poartă un X cu genă deficientă și activitatea enzimatica a lor vai udă iar cealaltă jumătate din celule poartă un X cu gena normala și nula’l'>’ J activitatea tuturor celulelor indivizilor normali, bărbați sau femei Eritrocitele au o activitate în G- -PD importanta și constituie un -rial ușor accesibil pentru verificarea acestor ipoteze Astfel, folosind te* de stabilitate a glutationului redus, Beuthler a demonstrat ca viteza de dispariție a glutationului redus la femeile heterozigote dă o curba identica cu cea obținută cu amestecul în părți egale a unui sînge normal cu un singe total deficitar O demonstrație directă se poate face printr-un studiu mstocmmic sau izolarea unicelulară prin micromanipulare dintr-o cultură de~ țesut și cultivat separat Se obțin astfel, din același țesut, clone de celule fără nici o activitate enzimatică, alături de clone cu activitate normală Din punct de vedere calitativ, la om enzima G- -PD există sub două forme, care reprezintă două variante genetice separabile prin, elecțroforeză in gel de amidon; o variantă rapidă A și o variantă lentă B, evidențiate prin două spoturi de migrare nete Aceste variante genetice au putut fi demonstrate pe celulele umane cu ajutorul culturilor de țesuturi Astfel, o cultură primară de celule cutanate provenind de la o femeie heterozigot pentru caracterul calitativ al G- -PD dă două spoturi electroforetice A și В ale enzimei în gel de amidon Clonele de celule obținute prin însămînțare unicelulară nu dau niciodată două spoturi A și B, ci numai cîte un spot, fie A, fie B Anomalii interesînd glicoliza anaerobă Deficiența în pirnvat-kinază: se caracterizează printr-o hemoliză cronică, însoțită uneori de accidente acute neprovocate de medicamente Se întîlnesc splenomegalie, modificări osoase și un dimorfism eritrocitar, caracterizat prin anizocitoză și eritrocite crenelate Autohemoliza la de ore foarte marcată, necorectată prin glucoza, dar corectată prin ATP, caractere care o situează în tipul al H-lea din clasificarea lui Selwyn și Dacie Eritrocitele prezintă o scădere marcată de ATP, ceea ce lasă de înțeles că există o tulburare la nivelul glicobzei anaerobe în , Tanaka și colab , au demonstrat un defect specific în piruvat-kmaza eritrocitelor acestor bolnavi Determinarea se bazează pe convertirea losfoemdpir^va uhu în piruvat în prezența ADP și prin intervenția piruvatki-nazei (hg >) Piruvatul format este convertit în lactat prin lactico-dehidro-genaza și cu pr^ența DPNH Astfel, piruvatkinaza este responsabilă de formarea de A P din ADP care activi-heterozigoți o scădere а Tara nu se manifestă clinic decît la indivizii homozigoți, la tatea* piruvăt-kinazei este uneori scăzută la zero J"' '™' pentru această tară nu sînt anemici, dar se poate puneS in evide transmite activității enzimei pină la jumătate fața de noima- CR Ш CRTRCter ГѲСѲйІ^ • A nîn o nt-izoniorcizM Alte deficiențe, foarte rare, sînt: deficiența in tnoza-iostat izo , și - -difosfogliceromutază Tulburări ale glutationului Deficiența în glutation redus: foarte rară, deficiența se manifestă sub forma unei anemii hemolitice cronice cu o scădere foarte pronunțată a glutationului redus și corpusculi Heintz pe eritrocite Activitatea in G-b-rl es e normală Boivi’n și Galand au demonstrat o deficiență în glutation smtetaza Deficiența în’glutation reductaza: această deficiență excepțională atinge eritrocitele, leucocitele și trombocitele Administrarea de clorochină sau șul-famide realizează o pancitopenie acută asociată uneori cu tulburări neurologice Se cunoaște, de asemenea, instabilitatea fiziologică a glutationului la nou-născut / Numărul enzimelor eritrocitare identificate și a căror deficiență poate antrena manifestări clinice este în prezent foarte mare și încă în curs de studiu, în ultimii ani s-au mai făcut următoarele precizări: în unele eliptocitoze ereditare s-a descris o tulburare a glicolizei anaerobe eritrocitare cu o instabilitate și scădere rapidă de ATP și de acid , -difosfo-glicemic, sugerînd o deficiență enzimatică anterioară sintezei de D P G O scădere de acetilcolinesterază a membranei eritrocitare a fost incriminată la originea hemoglobinuriei nocturne paroxistice Sferocitoză ereditară este socotită de asemenea ca o anemie hemolitică cu o anomalie biochimică, interesînd constituenții membranei eritrocitului și anume fosfolipidele Eritrocitul este incapabil să-și rețină integritatea lipidelor de pe suprafața sa Tulburarea constă în blocarea sistemului enzimatic necesar convertirii lizofosfatidil-etanol aminei în fosfatidil-etalonamină Acatalazia sau deficitul în catalază a eritrocitului a fost descrisa în Japonia, fund asociată cu accidente grave de necroză sau gangrene în talasemie este posibil să existe și o tulburare în hemisinteza care explica blocarea incorporăm fierului de către protoporfirină Creșterea porfo-bilinogenului evocă o diminuare a activității în porfobilinogendesaminază Anemia saturnină se caracterizează printr-o creștere a protoporfirinei hbere eritrocitare Se deduce deci că există o blocare a încorporăm fierului plumbul Iezind în mod electiv hem-sintetaza în saturnism se mai obseîvă o aciimij are in eritrocit și de alți precursori ai hemoglobinei, în special acidul miazei cil și ale s'amino-levulinic delddXzei’ ₽ ‘ hem’ acumulare nemii cîștigate (boaltnfi;M^SSna C”ligHlă: paroM Tabelul XXVII Diagnosticul diferențial între hemoglobinuria paroxistică nocturna și hemoglobinuria paroxistica â frigore riemoglobinuria paroxistica ă friyore Hemoglobinuria paroxistică nocturnă Tulburare fundamentală Criză hemoglobinurică între criză în general necunoscuta, uneori sifilis Cauze plasmatice: serice: hemolizine bifazice Provocată prin frig Clinic latentă Cauză necunoscută Cauză eritrocitară itemoliză acidă Nocturnă Anemie, icter hemolitic, he-mosiderinnrie Evoluție Variabilă, în funcție de frecvența crizelor; rar gravă Variabilă Agravată prin transfuzii, fier, splenectomie Ameliorată prin transfuzii de eritrocite spălate Crizele hemoglobinurice survin noaptea: urinile sînt clare ziua, roșii noaptea și spre dimineață Crizele hemoglobinurice sînt favorizate de infecții, transfuzii de sînge, administrare de fier în afara crizelor se constată: — hemosiderinurie permanentă — anemie hemolitică cronică importantă — leucopenie, neutropenie, trombopenie Eritrocitele sînt anormale: durata lor de viață, cînd sînt transfuzate la un individ sănătos, este scurtă Eritrocitele normale au o supraviețuire normală in organismul bolnavului Rolul properdinei în hemoliză eritrocitelor bolnavilor de hemoglobinemie nocturna paroxistică: & — properdina singură nu produce hemoliză: — un ser lipsit de complement și îmbogățit în properdina * > o-genia acestei boli, iar antigenul Rho (D) intervine în peste % din cazuri Prognosticul bolii este în funcție de posibilitățile de izoimunizare a organismului matern: riscul izoimunizării este mai mare cînd soțul este homozigot DD Izoimunizarea odată instalată, prognosticul este mai bun cînd soțul este DD dar CC CDe/CDe (R R ) Din contră, cînd soțul este DD și Cc sau cc ^RiRs) sau (R R ) există un risc crescut ca sarcina să nu ajungă la termen Dacă soțul este heterozigot Dd, șansele de a se naște un copil Rh negativ (dd) sînt de % Cînd există o incompatibilitate între aglutininele a sau £ materne și agluținogenul A sau В fetal, izoimunizarea în sistemul Rh al mamei este împiedicată în peste % din cazuri Prognosticul bolii în sistemul Pih nu depinde atît de titrul anticorpilor cît de timpul de acțiune asupra fătului De asemenea, natura anticorpilor joacă un rol însemnat, cei compleți sînt de un prognostic bun, neputînd depăși bariera placentară, fiind anticorpi de tip IgM, spre deosebire de cei incompleți, care sînt de tip IgG și deci ușor difuzabili prin bariera placentară, și sînt de un prognostic sever Testul reticulocitelor (Kondi), precizează existența sau absența conflictului iniunologic între mamă și făt Prezența anticorpilor în sîngele mamei nu poate da indicații asupra acestui conflict, deoarece pot fi prezenți datorită sarcinilor anterioare, iar fătul actual poate fi Rh negativ Testul reticulocitelor este singurul test cunoscut în prezent, care poate să prezică existența sau absența bolii hemolitice încă din timpul gravidității Incompatibilitatea în sistemul ABO este frecvent întîlnită, însă cazurile grave se întîlnesc mai rar decît în sistemul Rh Cel mai des sînt incriminați anticorpii anti-Ai de tip incomplet, anticorpii anti-B incompleți fiind mult mâi rar înțîlmți Apariția de anticorpi incompleți anti-Ai se face prin imunizarea organismului uman și cunoașterea mecanismului de imunizare prezintă o importanță practică deosebită, atît pentru precizarea etiopatogeniei acestui iip de imunizare cît și pentru aplicarea unei profilaxii utile si eficace Astfel pe lingă sarcina, yaccinoterapia rămîne una din căile cele'mai importante’ in instalarea imunizării anti-A Prezența substanței de grup A în peptone explica mecanismul parte important și frecvent întîlnit al imunizării anti-A cu ajutorul vaccinurilor ( , ) ‘umz tuu anii -v Cercetările noastre în această direcție datează din anul pînd « o demonstrat prezența substanței specifice d Uld S’d parate la noi în țară СегчийЛтІи-не anticorpiiЪпті anti-A la lo'umZmâdâ gnjp care s-au vaccmat cu vaccin anti-tifoidio, s-a constatat insSX ei ЙГь / WoXÎ dt Ut° Сагигі в’ °U titrUVi care / apariția de iorme grave do boală hemolitică în sistem ' “ ₽ Pun atît la de donatori universali periculoși U bolii hemolitice a nou-născutului este iolosnoa în elinică a imunoglobulineh una din realizările mari WManiă deosebita,, proveni, , iXmS fT realiîindu-se astfel o profilaxie eficace a bolii hemolitice a nou-născutului prin incompatibilitate de Rh ( ) « • n Centrul de Hematologie din București prepară imunoglobulme anti-încă din anul , și aplică această terapeutica cu foarte bune rezul a ~ a organizat aplicarea profilaxiei cu imunoglobulina diiu-u ui uvnua Уш«, sub îndrumarea și indicațiile Centrului de Hematologie, în colaborare strinsă cu toate centrele de transfuzie din țară Anemiile prin auto-anticorpi în prezent nu există nici un dubiu despre natura specifică a auto-anti-corpilor, demonstrîndu-se ca fiind anticorpi de grupe sanguine umane și identificîndu-se cu izo-anticorpii de grupă în locul vechii clasificări a autoanticorpilor în anticorpi la cald sau la rece, azi este posibilă o nouă clasificare bazată pe natura suportului proteic al anticorpului și anume: anticorpi IgG, IgM sau legați de complement Astfel, autoanticorpii de tip IgG fac parte ca specificitate din sistemul Rh Autoanticorpii de tip IgM sînt de specificitate anti-I în unele cazuri, testul Coombs nu se pozitivează decît în prezența complementului Se mai pot întîlni și asocieri de autoanticorpi atît anti-Rh cît și anti-I în imensa majoritate a cazurilor de autoanticorpi de tip IgG se întîlnesc anticorpi anti-e din sistemul Rh și foarte rar anti-C Hemolizina bifazică Donath-Landsteiner, care sensibilizează eritrocitele umane la rece în prezența complementului, și le lizează la ° tot în prezența complementului, este de asemenea un auto-anticorp specific și anume un anti-T? (Jay) în ultimul timp s-a demonstrat că acest tip de auto-anticorpi prezent în hemoglobinuria paroxistică la rece are o specificitate anti-P Astfel auto-anticorpii întîlniți în anemiile hemolitice nu sînt pan-anti-corpi lipsiți de specificitate, așa cum s-a crezut pînă în ultimul timp, ci sînt anticorpi specifici din grupa izo-anticorpilor corespunzători unui antigen cunoscut - > - * , reșai > CU miel pumt l "I, ,’a' : IK Пл Kvirro mncrnloblfișt ІІ btlZOnll SC , nnrmn- și numeroși megaloblaști policromalofili și ortocronmtof il și mimezi nor -m blaști lliperplazia elementelor nucleare « « ^Ipcrnloblastoza este totdeauna sau pentru elemente ale albe- «» ponto observa trecerea de la celula reticulară pînă la megaloblast, piui dOmițele stadii de diferențiere ,xT«onf anti- Trebuie subliniată o greutate de diagnostic filologic: un j , vindeca anemia, poate masca mega « iu istria iruwvAvcticx oo găsește un număr crescut de promielocite, o aba ’acteristică importantă a contextului citologic este prezența de metamielo- *ia trombocitară se găsesc deseori megacariocite cu nudei hiperseg stadii de diferențiere pernicios discret, incapabil de a vindeca anemia teza tipică în seria leucocitară se cai cite gigante în sei mentați Se observă eritrofagocitoză marcată în măduvă (macroiage) Examenele biochimice Vitamina B intervine în sinteza acizilor nucleici prin intermediul acidului folie Lipsa vitaminei Bj sau a acidului folie detei -mină modificări biochimice caracteristice Scade sinteza protoporfirinei, sideremia este crescută: — у la ml ser în lipsa protoporfirinei fierul nu este încorporat în molecula de HEM, nu este utilizat și se depune Așa se explică creșterea hemosiderinei medulare, care se pune in evidență prin reacții citochimice: numărul de sideroblaști este crescut Siderofilina este scăzută în rezumat: sideremia este crescută, siderofilina scăzută, protoporfirina liberă eritrocitară scăzută, sideroblaștii sînt crescuți Important de subliniat este faptul că sideremia din anemia pernicioasă poate să scadă la normal sau sub normal in următoarele împrejurări: ) cînd se asociază hemoragii cronice repetate; ) stări infecțioase latente: ) cînd se asociază neoplasmul gastric Mecanism autoimun: in unele cazuri se descrie un mecanism antoimun prin punerea în evidență de anticorpi antifactor intrinsec si anti-celule Gastrice Criteriile de eficacitate ale tratamentului (vitamina Br>) sînt: Sîngele periferic: ) criza reticulocitară apare din a treia pînă la a șasea zi și durează pînă la zile, numărul de reticulocite atingînd —^ ° • ) viteza de regenerare a eritrocitelor este un indiciu foarte bun al eficacității terapeuticii; un tratament eficace trebuie să realizeze o creștere santămin^U a eritrocitelor cu /mm la un biermerian foarte deglobulizat -l ) numi nil de entrocne crește mult mai repede decit eiuititateri de Immo^ rezultă o scădere a valorii globulare pinii la normal și sub normal - fi?rul este cesitațea de a «o aaoeia fierul in terapeutică in unJle и AT hepatice produc frecvent o eozinofilie, sește vitamina l>i ; procentul nolimor Ица segmentate ramine megaloblastoza medulara dimi a do oro si dispare rapid, chiar vedere terapeutic Astfel, modificările II sau ore de la administrare, i se tace bolnavului o injecțu muu u vitamina B ordinară (neradioactivă); aceasta injecție se repeta^ du] de ore si de ore de la ingerarea dozei de vitamina bl marcata Se măsoară radioactivitatea eliminată in urină în primele două separat pentru urina strînsă în primele de ore și separat pentru între și de ore Radioactivitatea urinei se măsoară compar într-o diluție martor de vitamine В marcată, pr administrată bolnavului Rezultate: la indivizii normali se elimină % vitatea ingerâtă în urinile din primele de ore Bolnavi de anemie Biermer eu un pînă la % Anemiile m egaloblastice ncbierm crierie (Anemii parabiermeriene) Deficiența in acid- folie Creșterea consumului de acid folie: — Se întîlnește îndeosebi la copii, datorită ritmului de creștere rapid, mai ales după naștere, la care se asociază și alimentația cu aport redus de acid folie; — în timpul sarcinii; — in infecții: crește consumul de vitamine și inclusiv de acid folie; — hemopatiile maligne; consum crescut — neoplazii: idem Sindroamele de malabsorbție Tulburări de metabolism: — congenitale: insuficiențe enzimatiee necesare metabolismului acidului folie; — dobîndite: acțiunea nociva a unor medicamente (antimetaboliee anticoiivulsiv ante etc ), carența in vitamina Bj^, in leziuni hepatice grave Simptomele comune hematologice ale acestor anemii sînt asemănătoare cu ale anemiei Biermer: hipereromie (valoare globulară crescută), rnacrocitoză, megaloblastoză medulară Acidul olorhidrio este prezent iu su r > ’ / > t > ' :; * ’ • > ' : i u i • м s a) Poliglobulia cardiopatiilor congenitale cianogene Poliglobulia este provocată printr-o diminuare a conținutului în oxigen al sîngelui arterial: saturația în O a sîngelui arterial este sub % Pentru ca să apară cia-noza trebuie să existe cel puțin g de hemoglobină redusă la nivelul capilarelor ( g hemoglobină la ml sînge) b) Poliglobulia pneumopatiilor cronice se observă în emfizemul pulmonar, pneumoconioze, fibroze progresive, arterita pulmonară secundară unei stenoze mitrale sau sifilisului în boala Ayerza Se asociază și o insuficientă ventriculară dreaptă c) Poliglobulia de altitudine: diminuarea tensiunii de oxigen duce la o anoxemie cronică \ ați de gudron etc produc o excitare medulară, o hiperplazie eritroblestică poliglobulie după splen^ctomîe g P UneW poate să аР«™ o g) Poliglobulii prin leziuni ale sistemului tumori cerebrale, leziuni infecțioase, гяяѵіс(% bo ilu Pm kifison Poliglobulia лплт i , * • • p т/ —***** ѵщи- h) Poliglobulii endocrine se întîlriesc j /i/! j •UU lbulo'Luberiene-nalomul malign, boala Basedow ' Ь a CushlnS cortico suprare- nmi observă în ulcerul gastric sau duodenal cu hiper-n exces a factorului Castle După nervos central, se observă în: ca encefalite, meningite, leziuni trau- ) Poliglobulii șe ; secreție, se pare datorită producerii i Poliglobuliile adevărate, comparativ Splina Numărul de leucocite Numărul de trombocite normală normal normal splenomegalie crescut crescut j) Poliglobulia poate să apară și consecutiv unui tratament intensiv cu vitamina B în anemia biermeriană Poliglobulia primitivă Poliglobulia primitivă sau boala Vaquez constituie o entitate clinică bine caracterizată, dar de etiologie necunoscută, survine la ambele sexe Din simptomatologia clinică fac parte: eritroza, splenomegalia care este un semn capital dar poate lipsi, uneori dilatarea precoce a venelor fundului de ochi, arterele rămînînd nemodificate Sîngele periferic arată: — poliglobulie: — milioane eritrocite/mm — eritrocite de dimensiuni normale — ușoară hipocromie: valoare globulară , — , — reticulocite: normale — uneori se găsesc normoblaști pe frotiu — rezistența globulară: normală — durata de viață a eritrocitelor: normală — numărul leucocitelor este crescut: - si uneori / b ™ofi-i“e Pl-ni C«/e Ză neutrofllă - %> eozinofilie pînă la % și uneori - frecvent se întîlnesc metamielocite, mielocite si chiar promielocite ii mieloblașU (imagine de reacție leucemoidă) Spre deosebire de poliglobuliile Iii/"î/ucocitare°a a ° activilate a fosfatazei alea- trombocitele: în / din cazuri cresc peste c și uneori se găsesc cifre între și /mm ii însă și normală; — mielograma arată bogăție mină seria roșie Aproape întreg ț , i ; SXii n",năr Ore“CUl de m,", ‘ (> î • • i i , , ( Sîngele periferic arată: - anemie intensă, atingind rapid eritrocite/mn?, normoeromă- - entroblastemie variabilă, merglnd de la la eritroblaști/ ШШ » > i • ii iX ir>vQ ««Piidomeealoblastica печп nudei cu cromatina laxa, рм,и turi pot avea nudei picnotici, în trifoi sau in сюгс ine, o'rave de carioliză, insolite de cariorexis Eritroblaștn mai ma-care denotă tulburări numărul de reticulocite este ' -în mod obișnuit se găsește leucopenie cu neutropeme — Trombocitele sînt scăzute , — în sîngele periferic se mai găsesc celule re Ucu aie — Rezistența globulară nu este modificată Medulograma se caracterizează prin: £inll]n — măduva bogată cu seria roșie mult hiperplaziata; raportul granu cite/eritroblaști este mult micșorat: д ,;bAwi — seria roșie prezintă o inhibiție de maturație in stadiul de ej д bazofili Elementele prezintă ațipii, monstruozități, ca cele descrise m singele periferic, caracter foarte important pentru diagnosticul diferențial, mitoze atipice r , Există o puternică hiperplazie reticulară și se pot observa forme de trecere de la celula reticulară la elementele eritrocitare, originea paraentroblaș-tilor fiind aceste celule reticulare Splina și ficatul prezintă o metaplazie eritroblastică cu aceleași caracteristici : ■ Evoluția este rapid fatală, de — luni Uneori se prelungește — luni Formele prelungite, care inițial au evoluat cu caractere de eritremie, devin cu timpul eritro-leucemice, prin proliferarea seriei albe E'rdremia cronică (tip Heilmeyer-Schoner) t ' , I- •i и/ * У > '•»- ’> «*• ▲ • ’ ’ • «ч ч' ♦ Afecțiunea începe cu un tablou de anemie hemolitică mai mult sau mai puțin accentuată, cu reticulocitoză crescută și cu icter fără bilirubinurie Splenomegalia este pronunțată ‘ Sîngele periferic se caracterizează prin: — valoarea globulară se menține în jur de , diametrul mediu eritrocitar este normal, deși există o anizocitoză și poikilocitoză pronunțată Se întîlnesc deseori corpusculi Jolly și inele Cabot; — numărul de leucocite este normal, dar formula leucocitară este deseori puternic deviată la stînga; — eritroblaștii sînt foarte numeroși în sîngele periferic, cu forme atipice ; Frotiurile din produsul de puncție splenică arată metaplazie eritroblas-tică Medulograma: în măduvă predomină eritropoeza Se găsesc eritroblaști cu — — nudei, uneori cu nucleu pseudomegaloblastic Diagnosticul diferențial se face cu toate afecțiunile care prezintă eritro-nJastemie: ’ r — anemii hemolitice (a se vedea clasificarea): — metaplazia splenică în boala Albers-Schonberg si splenome i eritremia acută Reacție eritroblastică Eritremie acută Etiologic Deseori cunoscută conflict imu-nologic, intoxicație etc necunoscut Sînge periferic reticulocite crescute, eritroblaști normali reticulocite scăzute eritroblaști atipici Leucocite și trombocite crescute scăzute Măduvă predomină eritroblaștii ortocro-matofili (maturația normală) eritroblaști normali predomină eritroblaștii bazofili eritroblaști atipici Bilirubinemic indirectă foarte crescută ușor crescută PORFIRINURII ȘI PORFIRII Folosirea izotopilor radioactivi a permis studiul detaliat al sintezei hemoglobinei; Protoporfirină + fier HEM - globină -> hemoglobină Sinteza nucleului porfirinic: cercetările făcute cu ajutorul aminoacizi-lor marcați au pus în evidență rolul acidului acetic și al glicocolului ca materiale de sinteză a nucleului porfirinic al hemoglobinei; a) glicocolul cu acidul succinic dă acidul a amino- -cetoadipic, care nrin decarboxilare dă acidul S-amino-levulinic; este bporf^ffinogZndul;aCid amin°’IeVulinic dau un derivat monopirolic, care o porfirCinădenSarea a molecule de P°rf°bilinogen cu eliminare de NH dă se formează prima> apoi X^adZa Ж Г XTPat giCe С ШІІІа”'П r fi ««odifieau d Eritrocitele și mai ales mică de protoporfirină liberă: — Protoporfirină liberă eritrocit urmează (în y/ ml sînge): carențe de fier saturnism anemie pernicioasă fecale) în anumite Porfirin uriilc simptomatice de ore v Coproporfirina ПІ predomină în boala llodgkin in antonia aphisticn, în poliomielită Coproporfirina I predomină în anemiile hemolitice biermeriene si Imi-cemice, și în cursul unor tulburări hepatice în intoxicația cu plumb sau cu alte metale grele se produce o blocare a transformării coproporfirinei III în protoporlirină Rezulta o excreție uri nară crescută de coproporfirine De asemenea, fixarea atomului de he de protoporfirină este împiedicată, fapt care explică creșterea protoporfirinei libere eritrocitare și a fierului care se depune în sideroblaști și siderocite Coproporfirina urinară normală și în diferite stări patologice (y in de ore) este: normal la bărbat normal la femeie saturnism poliomielită afecțiuni hepatice boala Hodgkin anemia hemolitică azotemie anemie pernicioasă - - - - - - - - - Por fir iile Se disting două forme de porfirii: — porfir ia congenitală — porfiria hepatică (tabelul XXXI) Tabelul Tablou comparativ intre porfiria congenitală și porfiria hepatică (după J Bernard) Porfiria congenitală roșie absent tip I toarte crescută foarte scăzut i roșie în criză, apoi normală prezent lip l și II normală foarte crescută hepatică Cutanată tardivă Culoarea urinii proaspete Porfobilinogen I roporfirinâ Porfirina in măduva oaselor Porîirina hepatica roșie absent tip l și Ш normală toarte crescută Porîiria congenitala (porfiria eritropoetică sau boala Giinther) este o afecțiune foarte rară Se întîlnește la sugar imediat după naștere și la copilul mic; — crește excreția urinară de uroporfirină I și coproporfirină I Urina proaspătă este roșie; — porfobilinogenul este absent în urină; — există o cantitate mare de porfirine în măduva oaselor (de unde și denumirea de porfirie eritropoetică); — concentrația de porfirine în ficat este mică Porîiria hepatică se prezintă sub două forme: Porfiria acută intermitentă este o boală constituțională care se observă mai ales la femeile între și de ani Clinic se manifestă prin tulburări digestive (dureri abdominale de tip colică, constipație, vărsături), neurologice și psihice Urinile sînt colorate intermitent în timpul crizei, cînd se elimină porfo-bilinogen, uroporfirină I și III Porfirina din măduva oaselor este în cantitate normală, cea hepatică insă este foarte mult crescută Există cazuri cînd excreția de uroporfirină în urină este normală, dar materiile fecale conțin de o sută de ori mai multe porfirine decît în mod normal (normal, în scaun — у în de ore) Porfirina se elimină prin bilă și nu prin urină; pentru acest motiv se vor cerceta porfirinele în scaun sau în lichidul duodenal Porfiria cutanată tardivă a adultului apare mai ales la bărbați și pare cîștigată în etiologie se citează sifilisul, terapia cu metale grele, alcoolismul, insuficiența hepatică Clinic, caracteristica este prezența fotosensibilității Uroporfirină I și III cresc în urină Culoarea roșie a urinii din porfirinurie poate fi întîlnită și în unele avitaminoze, datorită prezenței indirubinei Trebuie avută în vedere și prezența posibilă a porfirinelor în urină sub formă de cromogeni incolori, astfel că culoarea normală a urinii nu exclude prezența porfirinelor III EXPLORAREA SERIEI ERITROCITARE (tehnici) RECOLTAREA SÎNGELUI PENTRU EXAMENE MORFOLOGICE să nu fie în timpul menstruație!, inelar SÎNGE CAPILAR Material necesar: ace Franke cu vîrf înlocuibil sau ace obișnuite de injecții subcutanate, sterilizate prin autoclavare Condiții generale de recoltare: recoltarea probelor de sînge se face în mod obișnuit dimineața, pe nemîncațe, la bolnavi odihniți; la femei este preferabil să nu fie în timpul menstruație! La adult, pentru recoltarea sîngelui capilar se înțeapă pulpa degetului molar sau mijlociu Pentru probe speciale se înțeapă lobul urechii pentru obținerea elementelor endoteliale ale capilarelor, ca in endocardita lentă (boala Osler) La nou-născut, sugar și copilul mic se Înțeapă fața plantară a degetului mare de la picior sau călcîiul Tehnică După dezinfectarea și degresarea regiunii respective, și după evaporarea și uscarea alcoolului sau eterului, se înțeapă pielea rapid și suficient de adine Trebuie ca sîngele să țîșnească de la sine sau după o slabă presiune Prima picătură se șterge cu hîrtie de filtru sau vată Recoltarea trebuie să se facă rapid și corect și la sfîrșit se aplică un tampon de vată cu alcool pe regiunea înțepată Este interzisă stoarcerea regiunii înțepate pentru obținerea picăturii, pentru a nu dilua sîngele cu limfă SÎNGE VENOS Material necesar: seringă (de diferite mărimi) de preferință de sticlă (Luer); sterilă (cea mai potrivită este sterilizarea uscată, oră la °), perfect uscată; — ace cu calibrul de mm și diametrul exterior de , mm, sterilizate ca și seringa și uscate; — vată, eter, alcool, garou Tehnică: locul de puncție: la adult este plică cotului, la sugari vena jugul ară Cu ajutorul garoului se produce o stază venoasă, lăsînd liber fluxul arterial și recomandînd pacientului să strîngă ușor pumnul Se dezinfectează pielea cu alcool sau eter, apoi se efectuează puncția Recoltarea sîngelui pe anticoagulant: în cazul în care examenul sîngelui se face la o oarecare distanță de bolnav, se recomandă ca sîngele să se recolteze pe un anticoagulant pentru efectuarea probelor de numărătoare de eritrocite, de leucocite, de determinare a hemoglobinei, a hematocritului Această recoltare se impune, de asemenea, cînd se urmărește determinarea indicilor eritrocitari în acest caz sîngele trebuie să aibă aceeași origine, să provină din venă, pentru toate probele, pentru a se obține rezultate cît mai corecte Efectuarea numărătorii de eritrocite și a hemoglobinei, din sîngele capilar și a hematocritului din sîngele venos poate să ducă la rezultate neconcordante în determinarea indicilor eritrocitari Ori de cîte ori se recoltează sînge venos pentru diferite examene, este logic și simplu să se recolteze pentru hemogramă sînge pe anticoagulant Sîngele recoltat pe anticoagulant se pretează mai puțin pentru citologie; examenul morfologic trebuie efectuat pe frotiuri întinse, la patul bolnavului, pe lame, din sînge fără anticoagulant Amestecul anticoagulant Wintrobe: — oxalat de amoniu , g; — oxalat de potasiu , g; — apă distilată ad ml Se repartizează cile , ml din acest amestec într-o serie de eprubete sau sticle de penicilină și se lasă cîteva zile, fără dop, la termostat la °, timp în care apa se evaporează complot Nu se recomandă uscarea la temperaturi ridicate, deoarece substanțele din amestec se descompun Reziduul uscat este suficient pentru a recolta ml sînge; după recoltare se agită ușor flaconul fără să se facă spumă în caz că recoltarea se face într-o eprubetă, aceasta se astupă cu un dop de cauciuc și se răstoarnă de cîteva ori, cit se poate de blind, pentru dizolvarea și omogenizarea anticoagulan-tului înainte de efectuarea numărătorilor, sîngele se va omogeniza Pentru trimiterea probelor la distanțe mari se recomandă păstrarea lor, în timpul transportului în condiții de izotermie, la -|- sau - ° Trebuie evitată expunerea la umezeală a lamelor cu frotiul de sînge, deoarece se produce hemoliză EDTA (acid etilendiaminotetraacetic): cea mai folosită este sarea de sodiu (EDTA Na ) Se face o soluție de % EDTA Na în ser fiziologic Se repartizează In flacoane tip penicilină sau în tuburi de centrifugă cîte , ml ce se lasă să se usuce Pe acest anticoagulant uscat se recoltează ml sînge Morfologia celulelor sanguine este mult mai bine păstrată pe EDTA, decît cu alți anticoagulanți RECOLTAREA STANDARD PENTRU EXAMEN HEMATOLOGIC Precizarea unui diagnostic necesită un examen cît mai complet ce trebuie sa cuprindă explorări morfologice (numărători de elemente sanguine celulare, formula leucocitară, hemoglobina), explorări ale constantelor serice (proteine totale, probe de disproteinemie, V S H , sideremie etc ), explorări imunologice etc în acest scop sînt necesare următoarele materiale: — materiale pentru puncția venoasă; ■ — un tub cu anticoagulant uscat de preferat cu EDTA-Na , pentru a recolta , ml sau ml sînge; — un tub cu , ml citrat trisodic pentru VSH cu semn pînă la ml: —- un tub de centrifugă pentru a recolta — ml sînge pentru obținerea serului necesar; — lame pentru întinderea frotiurilor (formulă leucocitară) Examenul sîngelui proaspăt Metodele folosite pentru examenul sîngelui proaspăt sînt multiple Cea mai simplă este examenul sîngelui între lamă și lamelă Metode mai complicate utilizează microscopia în contrast de fază, ultramicrosconia ne fond întunecat, umbrajul Examenul între lama și lamela: după puncționarea degetului se pune pe o lamelă prima picătura de smge; apoi lamela, cu picătura în jos, se aplică pe o lamă, sîngele se întinde uniform, prin capilaritate, între lamă si lamelă Se examinează la microscop imediat, cu obiectiv uscat Preparatele care trebuie urmărite mai multe ore se lutează pe margini cu parafină cu punct de topire G°, cu ajutorul unei spatule încălzite ° Hezultate: la examenul în stare proaspătă eritrocitele apar diseoidale biconcaye din profil, iar din față prezintă un dublu contur, partea centrală a celulei fiind mai clară; în general sînt do culoare galbenă Se pot constata: anizocitoză, poikilooitoză, eritrocite nucleate Eritrocitele se dispun în fileuri Acest aspect nu apare în unele stări pato-ogice cum este icterul homolițic congenital și uneori in anemii hemolitice cu autoanticorpi, datorită sferocitozei sau aglutinării eritrocitelor Așezarea in iișicuri nu trebuie confundată cu aglutinarea In CMul Hglulinării «ritrooitolor, eompuno dinlr-un tub oauilar «la-det „ o bulă de d)luta> ou о регій mobila (l ig ) Tubul “X eîta g X te eittae pe ol uotațo o , ' țar epuțiul dinlro ele tu ціуіш in it sas- tivU иp “ cu pătrate pentru Lamela folosită pentru delimitarea camerei trebuie să aibă o anumită grosime de aproximativ , — , mm, fiind perfect plană și șlefuită (fig ) mină^skьТ°Р ’ ° ucrooză cu obioctiv uscat mare , ocular sau , lu* Tehnica de numărătoare: Recoltarea sîngelui: după înțeparea niilnai degetului, prima picătură se șterge iar a doua se aspiră în pipetă nînă\a & s" a» țjggș • acil această determinare este masa există o anemie ■ W - t? ”T’ • К * Чм ;- - : > ■■ • I kdhg £ - ■ ■ - » « ;? - • '■*- -r* - Г^- ж - г adevărată, cu toate vă dozarea hemoglobinei dă cifre normale fabă anemie poate fi rezultatul unei creșteri izolate a volumului p • toUb circulante necesita calcularea volu inului sanguin HEMATOCRITUL (Determinarea volumului eritrocitar) Principiu: Prin centrifugare se separă eritrocitele de plasmă și se evaluează raportul cantitativ între ele Material necesar: — hematocrit, — centrifugă, — anticoagulant, — material necesar pentru recoltarea sîngelui prin puncție venoasa Tehnică: Hematocritul este un tub gradat care se poate adapta la o centrifugă și permite, după centrifugare, citirea înălțimii coloanei de eritrocite și exprimarea procentuală față de coloana de sînge Este necesar ca tubul de hematocrit să aibă o gradație precisă și să fie din sticlă groasa, pentru a revista centrifugării Se pot confecționa tuburi de hematocrit din pipete de viteză de sedimentare Anticoagulantul: se folosește heparina: picătură de heparină standard, folosită în terapeutică, este suficientă pentru ml sînge Se mai poate folosi amestecul anticoagulant Wintrobe, în condițiile descrise la „recoltarea sîngelui» ~ Щ g ;й' г ЩИ ІЩЙУ Ч Condițiile de centrifugare: pentru o sedimentare maximă a eritrocitelor este necesară o centrifugare de de minute la ture/minut, cu tuburile în poziție orizontală în caz de centrifugare fără indicator de turații se stabilesc condițiile de centrifugare maximă și de timp pînă cînd volumul eritrocitelor din tub nu mai scade Calcul: după centrifugare se măsoară înălțimea h a coloanei de eritrocite și înălțimea H a coloanei totale a sîngelui Dacă tubul de hematocrit este gradat în diviziuni de milimetri, se face citirea direct Dacă tubul nu are diviziuni, se poate face citirea coloanelor cu ajutorul unei linii sau al unei hirtii milimetrice Coloana H reprezintă %; în acest caz înălțimea li a coloanei de eritrocite reprezintă: ко/ X h n /o — ■ и De exemplu, dacă II este egal cu de diviziuni și h măsoară de divi- % Deci, din ml sînge ml tub nu mai scade шш, hematocritul este do - sini reprezentate de eritrocite și ml do plasmă Valorile normale sînt: - la bărbați In mediu , %, eu limite normale Intre Э / ci »/- - la femei In medio , %, cu limite normale intre , % « Jb~- volumuluPuturor и,’ dT“ la ml indică cantitate,, , t-re pinXm do ДЙП* urm St oarele - plasmă interstițială: chiar după o centrifugare completa ’ r,tr°c"£ nu se adaptează exact uncie peste altele și ramlne Intre ele un spa u cu p as mă interstițială reținută Această plasma in erstițiala este s°c°£a£a‘ “ de % din volumul eritrocitar total Daca la un hemat c j /o scade ‘ această cifră de corecție, hematocritul devine / , — trombocitar: m mod normal acest strat este în leucocitoze importante, de exemplu în leucoze, acest strat creșue щшыисгшш — r - ± rect atît stratul eritrocitar, cît și cel plasmatic scc — stratul leucocitar neglijat fiind mai mic de % co?e, acest strat crește considerabil și trebuie măsurat pentru a aprecia corect atît stratul eritrocitar, cît și cel plasmatic Rezultatele normale menționate mai sus, cu corectările necesare, reprezintă hematocritul sîngelui venos Hematocritul arterial și mai ales ce capilar sint mai scăzuta Atunci cînd sa determină volumul sîngelui total se corectează cifra hematocritului venos măsurat, pentru a afla hematocritul somatic care este cel valabil în această determinare: hematocrit somatic = , X hematocrit venos măsurat Variații patologice: — Hematocrit ridicat: pletoră eritrocitară și plasmatică (pletoră sanguină), plasmoragie — Hematocrit scăzut: anemie cu volemie normală, hidremie — Hematocrit normal: hemoragii acute înainte de refacerea plasmatică DETERMINAREA VOLUMULUI SANGUIN (V olemia) Metoda cu albastrul Evans Principiu Se injectează intravenos o soluție de , % albastru Evans, colorant care nu difuzează în țesuturi și se elimină foarte încet Gunoscînd cantitatea de colorant injectată și determinînd cantitatea lui în plasmă înainte de a începe să fie eliminat, se poate afla volumul plasmei Cu ajutorul valorii hematocritului se poate calcula volemia — Reactivi necesari: — anticoagulant: amestec Wintrobe; i — Rastru Evans , % în apă distilată sterilă; după dizolvarea completa se filtrează steril; poate fi conservat la întuneric și în frigider, colori X? OdVtal?nare se determină folosind o seară de diluții a ѴЦ ІНЧІѴГІІ u YIUO ” I", U" ' ? I nmtrivn Cu oro Înainta СІ proba pacientul nu но alimentează p nu bea nimic, în tot acont timp ('I trebuia Hă По In repaus, ( , , Sa rooollonză bolnavului ml ninge po anticoagulant și apoi, prin ace-Iței uo i но injoolon/Л foarto ГФрѲСІѳ ml, colorant , % cu o seringa ac pre-oMo La Hflvșitul injectării но uHpiră ninge In Heringi! și но injectează înapoi, ou Hvopul do а нрйіа Horînga Sa notează exact momentul clnd s-a injectat lot colorantul și după И minute но recoltează ml sînge pe anticoagulant do la celălalt braț Colo două probe do sînge но centrifughează Se citește densitatea optică а ріантоі colorata, folosind pentru cuva de compensație plasma obținută din HÎngolo recoltat înainte de injectarea colorantului Din extincția citită la fotomotru но calculează volumul plasmatic pe curba de eta-lonaro Densitatea optică a plasmei colorate scade rapid; de aceea citirea la folomelru trebuie să se facă imediat după centrifugare Metoda ou roșu do Congo folosește soluția de roșu de Congo % filtrată și sterilizată Determinarea volumului plasmatic fără curbă de etalonare Se recoltează ml sînge fără anticoagulant Se injectează apoi imediat ml soluție do roșu do Congo %; după minute se recoltează ml sînge Probele de BÎngo во centrifughează și serul se decantează Se determină extincția ES a aerului colorat, cuva do compensație fiind umplută cu ser din sîngele recoltat Înainte do injectarea colorantului Se folosește o cuva de , mm cu filtru S în aceeași ouvă și filtru se determină extincția EK a următoarei soluții standard: la , ml ser normal se adaugă , ml soluție de roșu de Congo , % (soluția do roșu do Congo % se diluează de ori) Cuva de compensație osto umplută cu , ml ser normal și , ml apă distilată Calcul: — = volumul plasmatic în litri volomiei Pentru determinarea volemiei prin aceste procedee, pe lingă cunoașterea volumului plasmatic este necesară si deter-minarea hematocritului, caro se face concomitent cu determinarea volumului plasmatic Pentru calculul volemiei se determină hematocritul somatic = hematocrit venos X , Volemia — honuitocrlL somalia Exemplu: -VP x ~JLX , - - —» li — VP = - litri h (hemutocrit somatic) Calcularea volumului globular: VP VP x h , , V» — - Ju QQJ ; ■- h VC - volum globular VP c volum pltismaliu h ~ humutocrit Calcul: —- = ES Determinarea volum plasmatic x Variațiile volcmiei și ale fracțiunilor globulare și plasmatico pot fi fiziologice sau patologice Variații fiziologice: Volemia ca și fracțiunile globu prezintă variații fiziologice în funcție de vlrstă (tabelul XXX ) >, c , factori Tabelul XXXIV Hematocrit mediu șl volemia medie la diferite vîrste (după P Cazai) Âdulți normali Copii de — kg Sugari de — luni Nou-născuți Ѵоіетіѳ (în ml/kilocorp) Hematocrit După poziție și după activitate: volumul globular nu se modifică cu poziția corpului, volumul plasmatic și volemia variază însă Ortostatismul se însoțește de o scădere a volumului plasmatic de aproximativ ml la adult, în schimb repausul la pat de cîteva ore produce o creștere a volumului plasmatic în așa fel, încît hematocritul poate să varieze cu % Un repaus prelungit la pat, timp de — săptămîni, produce o scădere a volumului plasmatic pînă la ml la adulți în timpul gravidității: volemia, îndeosebi fracțiunea plasmatică crește Incepînd din luna a Ш-a și atinge un maximum în luna a IX-a, care este de % mai mult decît normalul de volemie, de % pentru fracțiunea plasmatică și de numai % pentru fracțiunea globulară Aceste variații explică scăderea simultană a hematocritului venos în jurul cifrei de % în luna a IX-a, față de % în stare normală Variațiile patologice prezintă următoarele variante: Variații simultane ale hematocritului și volemiei: dare;"" ЬірвГѴОІМПІ cu homatocrit ridicat: poliglobulii primitive sau sccum -hipovolemie cu hematocrit scăzut: anemii cronice, aria/ii disociate ale hematocritului și volemiei: mai mult^utSl^aTlrobsm'^ diaci i la nefrhici; de ftpă’ mai «** la car- plaeoiaibr^glX^laroЬдХо°tn h“l'*“al; eo «ЬзегѵД scăderea fracțiunii d* l-icada de s '‘^T cu ‘^«t; 'scăderea volumului plasmatic Seplasmatic hidratare prin pierderea do cloruri do sodiu & ’ ă" ol'°moe de des- Tabelul XXX V И Volomia volumul plasmatic șl globular în nil kiloeorp (dupil J Bernard) Bărbat adult normal Perneie adaltâ normali Volum plasmatic Volum globular Tabelul XXXVI Volemie volumul plasmatic șl globular exprimate în procente din greutatea corporala (după J Bernard) Adult normal a Volemie Volum plasmatic Volum globular DIAMETRUL ERITROCITAR ~ • Principiu: Măsurarea diametrului a eritrocite pe un frotiu colorat cu May-Grunwald-Giemsa, cu un micrometru ocular etalonat înscrierea grafică a rezultatelor procentuale Material necesar: — micrometru ocular: lamă de sticlă rotundă, cu o scară gradată care se introduce în diafragma ocularului (fig ); — micrometru obiectiv: lamă de sticlă avînd în centru o scară de milimetru împărțită în de diviziuni, o diviziune fiind de p ; — frotiu de sînge colorat cu May-Grumwald-Giemsa; — microscop Fig Micromotrul ocular Plai o narea micrometrului ocular: sr așază micrometrul obiectiv pe platina microscopului și se prinde in olm-puî microscopului scara gravată, luorind cu obiectivul de imersie fără ulei de codru Se Introduce In ocular jnioromutrul ocular și prin rotirea ocularului se suureuiin în к»»,» i nueromnțrului obimliv ou, colo a|„ »і Calcularea diametrului mediu eritrocitar Se adună diametrele a de eritrocite măsurate și se împart la Exemplu: dacă diametrele, a eritrocite măsoară p, diametrul mediu eritrocitar este de , p ' o o Construirea curbei Price- Jones (I'îr \ ite nhenkx : „n Șo scriu po un sistem de coor- donate, pe ahsoieă diviziunii,, de micronf din оТіГ,,'"' •sisto,n d(s ooor-, " ?? iar pe ordonată numărul procentual do eritrocite care ooreepund fiecărui di^trV în mod normal curba se întinde intre și p cu diametrul mediu , p și cu următoarea repartiție aproximativă: Diametrul in microni , — Eritrocite % Ca limite normale ale diametrului mediu se admit , p și ,/ p , Variațiile diametrului mediu eritrocitar pot fi fiziologice sau patologice Variații după oîrstă sînt următoarele: — la nou-născut, în primele două săptămîni diametrul mediu ■variază între și , p, cu o anizocitoză importantă; — după două săptămîni de viață diminuează progresiv, pentru* a atinge un minimum de p la vîrsta de luni; apoi crește încet și atinge între și ani valorile adultului: , — , p Variațiile patologice ale diametrului mediu eritrocitar sînt studiate, în capitolul de patologie a eritrocitului: macrocite, microcite, megalocite, sfe-rocite etc în funcție de variațiile diametrului mediu eritrocitar apar variații în curba Price-Jones: — deviere la stînga: vîrful curbei este situat în jurul cifrei de p: micro-gferocitoza din icterul hemolitic congenital, microcitoza din anemiile hipocrome ; — deviere la dreapta: vîrful curbei este situat în jurul cifrei de p: macrocitoză, megalocitoză; — curbă cu două vîrfuri, unul situat în stînga, celălalt în poziție normală: această posibilitate apare cînd în sînge există două populații diferite de eritrocite, așa cum se întîmplă după transfuzii masive sau repetate la bolnavii cu microcitoză sau microsferocitoză: astfel, grupul de eritrocite ale bolnavului este reprezentat de microcite în proporții, de exemplu, de % și grupul de eritrocite normale (normocite) corespunde eritrocitelor transfuzate — Baza curbei: în mod normal baza curbei se întinde între , și , p în medie între și p în anizocitoză baza este mult lărgită, iar vîrful turtit și deviat la stînga sau la dreapta, după cum predomină microcitele sau macrocitele CONSTANTE ERITROCITARE DERIVATE, INDICI Valoarea globulară (indice do culoare) Se calculează după următorul raport: Valoarea globulară ₽ jp ■ ew> N - primele două cifre „lo numărului de eritrocite găsite pe mm> Exemplu: dacă cifra de hemoglobina procentuală osto de % șl numărul de eritrocite /mm , valoarea globulară este “£П-, = Го = °> Valoarea globulară este o cifră care rezultă din următorul raport corn parativ față de normal: ' : Hb% găsită - ; Raport Hb% normaU - Număr eritrocite găsit Număr eritrocite normal Se admit ca cifre normale Hb% = % și numărul de eritrocite: /mm : valoarea globulară normală = ( , — , ); valorile globulare sub , = hipocromie; valorile globulare peste , = hipercromie Noțiunea de hipercromie dată de valoarea globulară nu este o noțiune reală pentru că concentrația hemoglobinei în eritrocit nu poate depăși cifra normală de % Această neconcordanță rezultă din faptul că valoarea globulară nu ține seama de volumul eritrocitar mediu Cînd crește volumul eritrocitar (macrocite) este posibil să crească și cantitatea de hemoglobină dar concentrația acesteia nu depășește niciodată % Totuși, valoarea globulară, deși nereală și relativă dă indicații importante de orientare rapidă pentru alte investigații și reprezintă un procedeu util în practica de laborator VOLUMUL ERITROCITAR MEDIU = V Clasificarea corectă a anemiilor — în macrocitare, normocitare sau micro-citare se bazează pe determinarea volumului eritrocitar mediu care se calculează după următoarea formulă: h x N în So me= cl,ra homatooritului iar N = numărătoarea eritrocitelor/mm Se exprimă în microni cubi (p, ) Exemplu: pentru un hematocrit do % și un număr de eritrocite de normooito pe mm , volumul eritrocitar mediu este Valori normale — - p » normooito crescut - macrocite și megalooite = Volumul eritrocitar mediu scăzut - miorooite = - , s microni r grosimea eritrocitară medie « а Se consideră eritrooitul en un disc oht, ca o moneda, Мгй doprcsiune centrală și se calculează grosimea după formula: V * G = —- in care nD* V « volumul eritrocitar mediu D ss diametrul eritrocitar mediu Cifre normale: , fi cu variații între , și , p Cifre peste , p = sferocitoză Cifre sub , p = platicit (leptocit) INDICELE DE SFERICITATE =» LS Este raportul dintre diametrul mediu (D) și grosimea medie (G)«~ Normal LS == , cu limite între , și , , Indicele de sfericitate mare se traduce prin turtirea eritrocitului — teză Cind I S este micșorat este vorba de sferocitoză pl atici- SUPRAFAȚA ERITROCITARĂ MEDIE « Se calculează după formula: c kD» , V S = - -în care D D = diametrul eritrocitar mediu V = volumul eritrocitar mediu Valori normale: S = p cu limite între și p CONȚINUTUL ERITROCITAR MEDIU ÎN HEMOGLOBINĂ Reprezintă cantitatea de hemoglobină conținută într-un eritrooit, exprimată în micrograme (yy) Se calculează după următoarea formulă: Conținut Er mediu Hb »nil sînge) jn N Hb = exprimată în grame la ml sînge N ™ numărul de eritrocite pe mm (în milioane) Exemplu: —, , ллл , cite de Hb Й, g llo, no obin« Іа OOOml etnge ți un număr do eritro- VOu pe mm țț , • «a dU miwognma Valori normale » — mioroguma ,Wi U găS S° U Wtt ro(jiU «WaWte și valori subnormale în hematocrit Ia ml sînge in CONCENTRAȚIA ERITROCITARĂ MEDIE ÎN HEMOGLOBINĂ - в Reprezintă concentrația în hemoglobină a erițrocitului exprimata m procente, adică cît la sută din volumul eritrocitului este ocupat de he globină Se calculează după următoarea formulă Concentrația eritrocitară medie în Hb = care Hb = grame de hemoglobină Exemplu: pentru o probă care are g hemoglobină la ml și hematocritul : x Q- = %; valorile normale variază între % și % Concentrația de hemoglobină nu depășește % cînd volumul eritrocitar crește, de aceea nu există hipercromie în microcitoză și hipocromie concentrația scade la %, % etc (pentru detalii a se vedea macrocitoza, micro-citoza, hipocromia și hipercromia) etc (pentru detalii a se vedea macrocitoza, micro- REZISTENȚA GLOBULARĂ Rezistența osmotică este rezistența eritrocitelor la soluții hipotonicc Principiu: metoda se bazează pe comportarea eritrocitelor în soluții de CINa de diferite concentrații hipotonice, indicînd concentrațiile unde începe hemoliza și unde hemoliza este totală Material și reactivi: — clorură de sodiu soluție % (substanță p a cîntărire făcută la balan-ța de precizie); — apă distilată; — eprubete de hemoliza; sîngele se poate repartiza rapid după recoltare sau se poate folosi singe recoltat pe anticoagulant uscat Tehnica diluțiilor cu picătura (tabelul XXXVII) Cu ajutorul unei ninete hemS c:P^eaZă p'ca turlle de apă distilată ^ie de eprubete d^ pătură de juge, face g după de ore, cu condIția“tivS°sT“ pfeezeT+* ikatHemohza >^^ : pruna eprubetă oare ргЛЖ^а^Ш henxo-loat “ h\mo£te rima eprUbetă Care nu Prezintâ segment de eritrocite, Ша Г^ -^ % ! ClN”°liZă U °’ osmotică pste^Xită/Vâ dnd hemoîfea Wtilîă" mari,de CINa rezistența mici, rezistența este crescută ’mțială apare la concentrații mai o CINa și hemoliza ТаЬчІиІ XXXVII rezistenței osmotice globulare Tolndea dlluțiilor cu picătura pentru determinarea Eprubota Apa distilată în picături CINa °/ (în picături) Titrul soluției (concentrație , io , Eprubota i Apă distilată în picături CINa «/ (în picături) ' Titrul soluției (concentra-ție %) , , , , , , , , , , , Tehnica dlluțiilor cu pipeta gradată în de eprubete (tabelul XXXVIII) (care reprezintă schema parțială) se repartizează cîte ml din diferite concentrații de CINa, concentrații care descresc de la , la , %, pornind de la o soluție de !%ClNa Se aspiră de fiecare dată într-o pipetă gradată o cantitate de ml din soluția de % de CINa și se adaugă , ml în primul tub și restul de , ml în al -lea tub; la a doua pipetare se adaugă , ml în al doilea tub și restul de , ml în al -lea tub și așa mai departe La pipe-tarea apei distilate se procedează invers Tabelul XXXVIII Tehnica dlluțiilor cu pipeta gradată pentru determinarea rezistenței osmotice globulare Tub nr Sol CINa % în ml Apă distilată , , , , , , , , , , , , în ml Concentrația , , , , , , , , , , , , % CINa , , , , , , , , , , , , Se recoltează sînge venos și cu aiutorul unoi r>ir»o+« • în fiecare tub o picătură de sînae mnti ; P*Pefco * ^steur se adaugă fiecare eprubetă și вѳ așteaptă de mînu’i J?G(Jlab dupâ recoltare Se agită centrifughează și se notează concentrația nrim^^ ^^ laborator»lui, se OPre nu S ohsnrvd cod«₽™b tă !a Citirea se mai poate face după ore, cînd d^ore înaintată, fără să fie nevoie de centrge “ P ^ identice cu condiția ca stativul să ramîna în frigider la • nezu^a cu cele obținute la tehnica cu picătura w observă în icterul Variații patologice: rezistența, osmotica scazi n anroane de izotonie: o! O%-O, O%ClNa Rezistența osmotica este scăzută în cații cu benzen, uneori în hepatita epidemica Rezistenta osmotică crescută apare în talasemie, în care hemoliză n -tială anare la concentrații mai mici de CINa sau apare o deplasare cu sau eprubete spre hipotonie a hemolizei totale Sîngele de bolnav de talase^oe prezintă o creștere a hemolizei totale după o expunere de de ore la O o Con cep hm/пи ш CINaд°/оо -Curbă norma/ă '"""Anemie Coo/ey /iemogiobinază Cs/'N Anemie MinkQwskf- C/iauA/ărd Fig Curbe de hemoliză ^ezietența osmotică poate fi crescută după hemoragii acute, datorita rezistenței crescute a eritrocitelor tinere, după splenectomie uneori în anemia Biermer, în icterul mecanic, ca și în anemii feriprive Stabilirea unei curbe de hemoliză Pentru stabilirea unei curbe de hemn-liză este necesar ca sîngele adăugat în fiecare eprubetă să fie în cantitatea identica De aceea se folosește o pipetă hematimetrică, pipeU de hemogTo- -> ■У - • ■J*-’ r ® bină cu capacitatea de mm Diluțiile hipotonice se fac cu un volum final de ml la care se adaugă cîte mm cu sînge în fiecare, realizînd astiel o diluție a sîngelui de / Se agită, se așteaptă să se producă hemoliza, de minute, se centrifughează și se dozează la fotometru hemoglobina din fiecare supernatant Ca probă albă (zero) se consideră un supernatant lipsit de hemoglobină, iar tubul cu hemoliza totală se socotește % hemoliză Se fac extincțiile și cu o regulă de trei se poate afla în procente cită hemoglobina există în fiecare supernatant din intervalul — % Curba reprezintă procente de hemoglobină din supernatant în funcție de concentrația în CINa (fig ) REZISTENȚA MECANICĂ A ERITROCITELOR Principiu: Se verifică rezistența eritrocitelor la o anumită solicitare mecanică Tehnica: Se defibrinează sîngele cu perle Se determină hematocritul Se corectează hematocritul prin adaos sau scoatere de ser propriu pentru a obține cifra de % Se pun ml sînge intr-un vas Erlenmayer de ml capacitate, conținând de perle de sticlă șlefuite, de mm diametru Vasul este fixat orizontal pe o roată turnantă verticală astfel ca axul vasului să fie la , cm de axul roții Roata trebuie să se învârtească cu o viteză de de turații/minut timp de ore După ore de rotație se lucrează astfel: Se ia din vas , ml sînge și se amestecă cu , ml soluție amoniacală , %; se ace extincția Ei la fotometru Restul sîngelui se aspiră cu pipeta de pe perle și se centrifughează Din serul supernatant hemolizat se ia , ml și se amestecă cu , ml soluție amoniacală; se face extincția Eo La , ml ser inițial (nehemolizat) se adaugă , ml soluție amonia-eala; se masoară extincția E de apă ’ distiktă™ ° CUVS dC mm gl' S™e; CUVa pentru ₽roba albă se umP]e Calcul: Hemoliza% = -^—x în care (Ei - E ) x , cu această tehnică este sub % litice în unele anemii hemolitice Ei — extincția sîngelui complet hemolizat diluat / ^ = extincția serului hemolizat diluat / E = extincția serului netratat diluat / Valon normale: gradul de hemoliză a unui sînge normal este sub ± /o* Rezistența mecanică este mult scăzută în mainrit«tOQ i htiee In unele anemii hemolitice cu rezistenta o s m m i Д „ane“ulor ham°-eută, ca în talasemie există o netă scăderea ă rezistenței Zoant S'iU W* ' VITEZA DE SEDIMENTARE A ERITROCITELOR seringă și ac do puncție venoasM; Fig Aparat Westergreen iHIH ііііііиівііаяіінііііііпііііі' I “oa; diviziuni milimetrice de la O la ; — stativ; — pipete gradate de și ml; — citrat trisodic , % , ьлтл І я ТеЛпіса; cu o pipetă gradată de ml șe pun intr-o eprubetă de bemo , ml citrat trisodic, , % Se scoate prin puncție venoasa, daca se poa ridicînd garoul, o cantitate de - ml sînge, oare P-^edia^Ș ml sînge cu ajutorul unei pipe^e gradate de ml și se (adaugă în eprubetă care conține , ml citrat , %; se amestecă, se aspiră sîngele în pipeta Westergreen pînă la diviziunea , apoi se astupă cu arătătorul partea de sus, pentru a se opri pe loc coloana de sînge Vîrful pipetei se aplică pe dopul de cauciuc de la partea inferioară a stativului, iar capătul superior al pipetei se fixează în partea de sus a stativului (fig ) Pipeta trebuie să fie în poziție perfect verticală Se notează ora Citirea se face după și ore Rezultatele se dau în milimetri Cifre normale de adulți: oră bărbat: — mm femeie: — mm copii mici și sugari: ore — mm - mm — mm S?d‘!,“ x are trebuie asigurate în determinarea vitezei de sedi-Z ^buie să aibă o înălțime gradată de mm; - mm; în general se preferă și curat; -, citirea se face cu o linie viteza este mentare după metoda Westergreen sînt: — diametrul trebuie să fie măi mare "de diametrul de , mm sau mm* - tubul trebuie să fie perfect cilindric și " milimetrică^ divizi“ni’ mai там Procedeuu mle-Hil«, caroTMoșește'? ? clinate vitez* este o viteză de ori mai rapidă Pentru controlul’v-> ,r,Uf! ?d!nate de ^ °, arată greenje folosește, montat pj aparat, un fir de plumb-* ** П metoda Wesfcep-rea oxalatuîui^dUeasno^Vd^ăSvito^ mrnaiUa^celerate^ СІѢГ&ѢДІ S°diu’ Folosi’ Determinarea vitezei trebuie să se facă imediat după rec? ^!^ f^aU mai târziu in primele - ore Conservarea sîngelui^lc^aza gedimen ntcrpretarea rezultatelor: factorii care influențează te ^ton^^^î^âSa^oceiereMă viteza de sedimentare Factorii plasmatici: variațiile de viteză care se observa cînd ei t sint in număr normal, sau diferențele de viteza care se atici Ten- dința fiziologică a eritrocitelor de a forma rulouri este mult exagerata înt -^^Factorii^pUsmatici care favorizează formarea de rulouri sînt proteinele, Ca fViteza de sedimentare a eritrocitelor crește în boli infecțioase sau inflamatoare: tuberculoză activă, reumatism poliarticular acut, boli înlecțioase, тПяшнѢп, septicemii, * * * л i i țț Ixî — în hemopatii, leucoze, reticuloze, ca și în mielom, in boala HocigKin, în macroglobulinemia Waldenstrom; — în nefroze, în infarctul cardiac Măsurarea și urmărirea vitezei permit, de asemenea, urmărirea evoluției unei infecții (în tuberculoză) Valori scăzute se găsesc în hepatita epidemică, în stări alergice Variații fiziologice: la femeie, în timpul menstruație! viteza crește; valori crescute se întîlnesc în sarcină, mai ales în ultimele luni; la copii viteza este ceva mai mare decît la adult Surse de erori: influența tempei aturii: VSH crește cu temperatura, între și ° variațiile sînt de mică importanță și determinarea se poate face la T° camerei în alte condiții de temperatură cu variații mari se recomandă ca stativul cu tubul să se introducă în termostat cu T° constantă de ° In cazul bolnavilor cu crioglobulinemie, VSH efectuat la temperatura camerei poate să dea erori mari, datorită împiedicării sedimentării eritrocitelor prin gelificarea plasmei simulînd viteze normale sau ușor crescute în astfel de împrejurări stativul cu tubul de VSH trebuie menținut la termostat de ° care prin împiedicarea crioprecipitării dă valorile reale în astfel de cazuri — Determinarea trebuie să se facă imediat după recoltarea sîngelui orice întârziere poate să scadă VSH-ul ’ Trebuie să se lespecte proporția intre anticoagulant si sînge — Anemia crește VSH; policitemia scade VSH Se recomandă uneori ca VSH-ul să se corecteze în funcție de hematocrit a rîr C ^- ^CeSte CUrbe SÎnt însă imPrecise și dau erori mari, VSH n ni n f re ? Ca lmPortan^ Pentru ™ bolnav anemic, corectarea \ oH~ului in iuncție de anemie este fără valoare METODE DE COEORAItE SI REăptit С ТОСНППСЕ DE EXPLORARE A SERM ERITROCITARE Cerodarea reticulocitelor constanta * Materialele necesare’ — albastru — — cutii Petri căptușite cu Tehnică: se întinde pe o lamă un usucă, apoi se întinde sîngele pe •i i °/ în alcool absolut; briliant de сгег^ Д°еи^е filt°u umezită (cameră umeda) un frotiu subțire din soluția coloranta, se ne această lamă, ca pentru orice frotiu S,, pune în camera umeda timp de minut și se usucă la aer Se examinează cu obiectivul cu imersie Pentru ușurarea numărătorii se aplică în dia-fragmul ocularului o rondelă de hirtie neagră cu o fereastră tăiată în pătrățel, pentru limitarea cîmpului microscopic Tehnica cu albastru briliant de erezii în ser fiziologic într-o eprubetă se amestecă: — albastru briliant zi! % turi; — oxalat de sodiu ser fiziologic picături; — sînge — picături cre- în ser fiziologic pica- %în Fig Diferite tipuri de reticulocite f^După un contact de cel puțin de minute se centrifughează ușor minute Din*eritrocitele sedimentate se întind frotiuri subțiri pe lamă, după omogenizarea sedimentului întinderea frotiului se poate face mai bine după — ore de contact, cînd eritrocitele sînt spontan sedimentate, fără să necesite centrifugare Această metodă cu colorantul dizolvat în ser fiziologic prezintă o serie de avantaje: nu necesită alcool absolut, reacția apare netă cu orice colorant, indiferent de procedeul de preparare, dar cel mai mare avantaj al metodei este sensibilitatea ei și posibilitatea întinderii unor frotiuri subțiri și uniforme, care permit o decelare a reticulocitelor pînă la clasa a IV-a Numai prin acest procedeu se poate face o apreciere a reticulocitelor pe clase Numărătoarea reticulocitelor se face cu obiectivul cu imersie Se numără reticulocitele întîlnite la de eritrocite Interpretarea rezultatelor în mod normal numărul reticulocitelor variază între °/ și °/ Pentru a stabili valorile absolute se calculează numărul de reticulocite/mm , cunoscînd numărul de eritrocite Creșterea numărului de reticulocite indică procese de regenerare sporită în măduvă Constatarea unui număr de peste °/ reticulocite indică o activitate anormală a măduvei și necesitatea de a face cercetări suplimentare pentru decelarea cauzei hiperactivității medulare: P menire, — în anemii hemolitice cronice sau acute; — după hemoragii acute sau cronice, hemoragii oculte: — răspuns reticulocitar față de medicamente folosite în terapeutică, ca: extract de ficat, vitaminele B , C, Bb fier, hemoterapie sub diferite forme (transfuzie i v , sînge i m , autohemoterapie)- , • Г, * gr vide izoim-unizate prin sarcină (incompatibilitatea sero-logca feto-materna) crește numărul de reticulocite (testul Kondi-Iacobescu); - ‘X- - Ia nou-născut se găsește în mod fiziologic, un număr crescut de reticulo Clt uterine Numeroasele cercetări efectuate in această direcție tulul reticulocitelor, au arătat că într-un procent rul de reticulocite este mai maro, ou atit boala se manifestă mai m-av' nornuf l °аГѲ “est?bi!« testul retioulooilekir e normale la o mamă puternic izoimunizată, ■ nemoJitică Un număr normal de ічні<>п п aetre, in număr redus: — — pe fond , «, «u и isiuoromie de oO— y° Granulele de fior l„l miei, aiSr°e“ roz al hemoglobinei (fig ) fierului, sidcrobloștii pot mult mai maro л madiivi din sîngele periferic ^Ьѳ în anemii hemolitice *p m Variații în caz de creștere nud marcata a ajunge pînă la %, iar numărul siderocitelor este decît in sîngele periferic Numărul siderocitelor constant crescut după splenectomie Este crescut «dcroHaștii din măduvă Granulele de fier se pot Întîlni p in celulei > s stemului г Л culo-histiocitar Aceste granule reflectă prezența depunerii Іши « > l“ trivalentă, ea hemosiderină Cercetarea cltochimică a hemляіе л - - imagine fidelă asupra stării depozitelor de fier dm organism, fentru Ш#Ш a se vedea capitolul despre anemii > i; Cu această metodă am obținut cele mai bune rezultate I c lingă ■ tatea rezultatelor, are și marele avantaj de a da p imagine morfologică foarte precisă a elementelor colorate cu metoda obișnuit panoptic a CERCETAREA SIDEROBLAȘTILOR ȘI SIDEROCITELOR DUPĂ FIXARE CU VAPORI DE FORMOL Reactiv a = ferocianură de К , g apă distilată ad ml Reactiv b = acid clorhidric concentrat puriss % , ml apă distilată ad ml La întrebuințare reactivii a și b se amestecă în părți egale Tehnică: fixare cu vapori de formol într-o cutie Petri, timp de de minute; spălare cu apă bidistilată și uscare; colorare timp de de minute cu soluția amestec a - b; spălare, timp de de minute, cu apă de robinet în jet continuu; colorare cu fuxină sau eozină %, timp de — minute TEHNICI DE EXPLORARE ÎN HEMOGLOBINOZE DETERMINAREA HEMOGLOBINEI ALGALINOREZISTENTE Material necesar: , — Anticoagulant pentru recoltarea sîngelui: oxalat de sodiu, citrat de sodiu, heparină, amestec Wintrobe; — NaOH sau KOH N/ ; — toluen sau cloroform; — reactiv precipitant: soluție saturată de SO (NH ) cu Nl-I neutralizat apă distilată Tehnica: pentru prepararea soluției de hemoglobină ml ml x- i - - , , , « -sîngele se recoltează pe anticoagulant și se spală eritrocitele pînă cînd se îndepărtează complet dktn î ° ; ml entrocite spălate se tratează cu , ml apă cu dop de cauciuc Se agită foarte puternic și continuu timp do apoi ее centrifughează timp do do minute la - ow тге/ттпт Se decantează soluția du hemoglobină astfel obținută și se centrifughează din nou în condiții identice uuuu^noaza minute ture/minut Se adaugă , ml soluție de hemoglobină la , ml NaOlI N/ ^ Se spa a de - ori pipeta cu soluție alcalină și se agita ușor Exact după ugă , ml reactiv precipitant, se amesteca ușor și apoi se filtre a centrifughează Lichidul supernatant (soluția A) se fotocolonmetreaza В adăugind , ml soluție de hemoglobină la ml fotocolorimetrează Pentru a măsura , ml se folosește o sau se Se prepară soluția apa distilată și se * ‘ pipetă de hemoglobină Determinarea procentuală a hemoglobinei alcalinorezistente se face după formula: •, i m » у-» л/ Extincție sol A x / ллл HemoglobmăA R % = soL — X STUDIUL SOLUBILITĂȚII Se studiază solubilitatea hemoglobinei reduse într-un amestec de două soluții-tampon fosfați de concentrație , M și , M In tamponul de concentrație , M numai hemoglobina S nu este în totalitate solubilă; celelalte hemoglobine sînt solubile în tamponul de concentrație , M; solubilitatea celorlalte hemoglobine variază după natura hemoglobinei și după hemoglobina cu care sînt asociate Reactivi necesari: — hidrosulfit de sodiu; — soluție tampon , M; fosfat bipotasic: , M ( g la litru); fosfat monopotasic: , M ( g la litru) Tehnica: se lucrează la temperatura de ° i ° Solubilitatea în tamponul , M: într-un balon cotat, cu capacitatea de ml, se introduc mg hidrosulfit de sodiu Se adaugă ml tampon , M și se agită pînă la dizolvarea hidrosulfitului Se adaugă ușor, pe suprafața lichidului, o cantitate de soluție de hemoglobină conținînd exact mg de hemoglobină (se folosește soluția de hemoglobină, care se prepară după tehnica pentru studiul hemoglobinei alcalinorezistente; această soluție de hemoglobină se titrează fotometric, pentru a afla concentrația) Se completează cu apă pînă la ml în balonul cotat există o concentrație de hemoglobină de g la litru Se amestecă, se filtrează și se dozează hemoglobina în filtrat Solubilitatea în tamponul , M: se procedează la fel ca mai sus, cu singura deosebire că în balonul cotat de ml se adaugă , ml tampon , M în loc de ml Rezultate: în tamponul , M, formarea unui precipitat arată prezența hemoglobinei S în proba de cercetat Celelalte hemoglobine sînt solubile în acest tampon Citirea fotometrică a iiltratului dă concentrații cave variază cu natura și cantitatea de hemoglobină curo însoțește hemoglobina S: — drepanocitoza SS « , g pînă la , g%- — drepanocițoza AS « , g pînă la , g % • ■—hemoglobinoza SI) «idem; — hemoglobinoza SC « , g pînă la , g% • -hemoglobinoza SAb' = variabilă, mai solubilă decît SS în proba ou tamponul , M apare In mod constant un P^P so datorește celorlalte hemoglobine; absența de " А tâ urmâ- arată absența hemoglobinei S Citirea fotometnca a filtratului arata toarele concentrații: і F — talasemia variază în funcție de concentrația hemoglobinei F idem; lUZ'tl ” g? ; Vv ' - -i • • rp variază în funcție de concentrația hemoglobinei b INCLUZIUNI CORPUSCULARE ERITROCITARE DIN HEMOGLOBINOZE HEMOGLOBINA H ȘI ZURIGH ml Reactivi: — albastru briliant de erezii — citrat trisodic — ser fiziologic Tehnică: , • n к -т g; Menținerea îndelungată a puterii agregante a hemolizantului de ei t cite din singele conservat pe medii cu glucoza, așa cum s-a aratat mai st s, reflectă menținerea și creșterea activității ADP-ului factor agregant ș * cît si a enzimelor care intervin în glicoliză Este cunoscut că adaosul de glucoza permite o mai buna conservare a eritrocitelor, glucoza furnizînd energia necesară pentru procesele consumatoare de energie în această celulă, care continuă să trăiască și să respire în condițiile noi create in vitro Testul de agregare reprezintă în această direcție im test indicator, mai bine-zis un test funcțional, ce poate să dea o indicație precisă dacă celula mai trăiește sau este moartă, se poate spune chiar un test de viabilitate a eritrocitului Considerăm că cercetarea activității agregante a Uzatului eritrocitar asupra trombocitelor reflectă activitatea globală enzimatică glicolitică la nivelul eritrocitelor Studiul eritrocitelor din anemiile hemolitice enzimopenice Bazîndu-ne pe această tehnică simplă de explorare globală a activității glicolitice am cercetat activitatea agregantă a hemolizatului eritrocitar în două cazuri de anemii enzimopenice prin deficiență în G- -PD, găsindu-se în ambele cazuri o scădere netă față de eritrocitele normale Această tehnică simplă și sensibilă poate avea mai multe întrebuințări: — lizatul eritrocitar poate fi folosit ca sursă de ADP pentru studiul agregării trombocitare; — poate servi ca mijloc rapid de depistare (ca ,,screening“) al activității glicolitice în cercetarea anemiilor enzimopenice De asemenea poate da indicații în studiul viabilității eritrocitelor din sîngele conservat pe diferite medii stabilizatoare PUNEREA ÎN EVIDENȚĂ A ERITROCITELOR FETALE (Metoda KIelliauor) Principiul metodei: hemoglobina adultă (HbA) din eritrocitele materne este eluată în mediu acid, rămînînd numai conturul eritrocitar, în timp ce hemoglobina fetală (HbF) este eluată foarte puțin sau deloc, eritrocitele rămînînd colorate în roșu ’ ^vwieie Reactivi necesari: a) Alcool etilic ° ( ml alcool etilic ° ml apă distilată), plednd de lu Holuțiilu stoo: ' ЗД °М'Іа tRmpOn preP«ră - fosfat disodio (NaallPOa), , M : , g în ml ană riktibta - acid citric , M: , g în ml apă distilată P dbtllată’ b) Tampon acid citric — fosfat, ph fosfat disodio (NaglIPOa), , M : t | r ♦ / \ J Ж Л £ \ А Ж Ж v Soluțiile Sînt conservate la + °C timp de plnă la un an în mOMtul ’ amesteoâ , ml soluție Utilizării Ѳ de acid citric Importanța deosebită aie trolat la pH-metru) c) Soluția de hematoxilină: — hematoxilină mg — apă distilată ml д soluția se păstrează la temperatura camerei pma la un an d) Soluția de eritrozină: — eritrozină В mg — apă distilată ml • - л soluția se păstrează la temperatura camerei pma la un an Tehnica de lucru: se recoltează de la mamă sînge pe amestec vyin-trobe, heparină, oxalat de sodiu sau EDTA Eșantioanele de sînge po i păstrate pînă la de ore de la recoltare la -|- G: • л a ^ează In Eaie ' ce se tac Vid ou ajutorul unei pompe jnute de apă la ° și se cercetează decolorarca la , , , , și la ore Probele cave se decolorează complet pînă la rate cu activitate normală în G- -PD Probele care nu se decolorează la sau ore sînt considera e p ca fără activitate enzimatică O decolorate parțială la de minute este un semn de deficiența enzi-ethemoglobinei (Brewer) Principiu: oxidarea de minute sînt conside- matică parțială Testul de reducere ai hemoglobinei în methemoglobină cu ajutorul nitritului de sodiu este transformată reversibil, în hemoglobină în prezența albăstruiul de metilen Aceasta reversibilitate nu se produce în caz de deficiență în G— —PD, cînd toata hemoglobina se transformă în methemoglobină Re activi: — nitrit de Na , M în , M glucoză nitrit de Na g glucoză g apă distilată ml — albastru de metilen: , M în ser fiziologic albastru de metilen , g soluție CINa °/ ml — anticoagulant: heparină: , ml ( U) pentru ml sînge Tehnică: în trei tuburi numerotate I, II și III se pun următorii reactivi: în tubul II, , ml soluție de nitrit de sodiu în tubul III se adaugă , ml nitrit de sodiu și , ml soluție de albastru de metilen In toate cele trei tuburi se adaugă cîte ml sînge heparinat și se omogenizează ușor în caz de anemie se va corecta hematocritul probei de sînge la % ± % prin scoatere de plasmă b Nr, tubului II III Nitrit de sodiu Albastru do rnetilon Sînge , ml , nil Tuburile ncasLupatc se pun Iu °, timp de oro, după cave se omogenizează ușor Se iu din fiecare tub , ml ce se adaugă în cîte o eprubetă care conține ml upft distilată, omogenizîndu-so ou pipeta Citirea rezultatelor: tubul este un tub normal do referință, oare în soluția ароиий ( , ml la ml apă) dă o culoare roșia clară Tubul H oslo tubul pozitiv, care (me th emogl o b i n ă) r vizual cu culoarea probei noi (tub II) Interpretare: a) La indivizii roșie-clară, ca la tubul b) La bolnavii cu deficiența în In soluția apoasă dă o culoare brună Tubul Ш reprezintă proba propriu-zisă, culoarea 'mâlc (tub I) și cu culoarea probei sigui pozitive normali culoarea probei din tubul Ш este G- -PD formă homozigotă, culoarea probei din tubul III este brună, ca la tubul II • x л i c) La indivizii hoterozigoți, culoarea este intermediară și variază de la roșie spre brună- Testul de reducere a methemoglobinei, descris de Brower inițial după o tehnică spectrofotometrică, a fost modificat și adaptat tot de Brewer pentru citirea directă vizuală la lumina zilei- Acest test este foarte sensibil și a fost verificat de noi în deficiențele lnG- -PD cu rezultate foarte bune Testul este simplu și nu necesită reactivi greu de procurat și costisitori La citirea rezultatelor acestui test, noi am adus următoarea modificare: după ore de incubație, sîngele se omogenizează, apoi cu ajutorul unei pipete Pasteur se ia din fiecare tub o picătură, care se pune pe o bucată de hîrtie do filtru în ordinea numerotării tuburilor Hîrtia de filtru fiind albă, prin contrast se vede foarte clar diferența între culoarea roșie și brună Citirea trebuie să se facă în primele minute Testul de formare a corpusculilor Heinz (Beutler E) Reactivi: — soluție tampon pH = , : KH PO M/ , voi Na HPO M/ , voi se adaugă , g glucoză la ml — soluție de acetilfenilhidrazidă , g% în soluție de tampon se folosește în prima oră de la preparare; — soluție de cristal violet: cristal violet g soluție NaCl , g°/ ml Se agită, apoi se filtrează Filtratele se amestecă în părți egale cu soluția NaCl O, g°/o; — heparină ca anticoagulant Tehnica: la ml soluție de acetilfenilhidrazidă se adaugă , ml sînge integral spălîndu-se pipeta în soluție Amestecul se pune în baie de apă la ° După ore se agită ușor pentru aerisire, iar după alte ore (total ore de incubație) se ia o picătură mică din amestec și se amestecă între lamă și lamelă cu o picătură mai mare de soluție de cristal violet; după — minute se examinează la microscop cu imersie Se mai pot întinde frotiuri din ameste-cui între lamă și lamela, care se examinează după uscare, cu imersie Tre* buie procedat în așa fel ca eritrocitele să fie rare și nu suprapuse Rezultate: se numără de TtfTSeSdetemînă procSil eritroSr culi Heinz ce se găsesc pe fiecare Astfel se dete mma p care conțin peste corpusculi Heinz pritrocitelor care conțin Interpretare: eritrocitele de іоЫо: procentajul, entrocitelor ca o / sau mai mulți corpusculi Heinz vanaza de la ■ eritrocitele normale: procentajul eritrocitelor care corpuscu V Heinz, variază de la C /> cu conțin sau mai mulți de , % TEHNICA AUTOHEMOLIZFJ SIMPLIFICATĂ (după Kostinas și col Sa defibrinează cu perle circa ml sînge în condiții sterile ' în două tuburi de centrifugă se repartizează următorii reactivi lucrîn- du-se steril, cu material sterilizat: Tub sînge defibrinat soluție glucoză ° Amândouă tuburile se închid cu dopuri de cauciuc sterile și se incubează de ore la ° După de ore se agită foarte blînd pentru omogenizare După de ore se omogenizează și se determină în fiecare tub hematocritul și hemoglobina din sîngele integral Apoi cele două tuburi se centrifughează și se determină hemoglobina din serul supernatant utilizînd pipete de hemoglobina, deci , ml (în loc de pipetă: , ml) După determinarea hemoglobinei în serul supernatant valoarea obținută se împarte la Autohemoliza la sută se calculează după formula următoare: Autohemo-, xv Hb ser x ( - Ht) la sută — Hb sînge integral ser = hemoglobina serică = hematocrit sînge integral = hemoglobina în sînge integral Exemplu: Hb ser = , g % liză Hb sînge integral = g° Autohemoliza = °’ x ( ° ~ ) = Valori interpretare: Valorile normale ale autohemolizei se situează între , pînă la , la sută în absența glucozei și între , și , la sută în prezența glucozei Nu se recomandă recoltarea sîngelui pe heparină deoarece acest anticoagulant are un efect inhibitor asupra autohemolizei în caz de acantoci-toză și hemoglobinurie nocturnă paroxistică în anemii hemolitice congenitale nesferocitare: tip I după Dacie: prezintă o autohemoliza în limite normale sau ușor crescută Tipul II după Dacie: prezintă o autohemoliză exagerată necorectată prin adaos de glucoză — Laborator clinic (hematologie) Tabelul XXXIX Clasificarea anemiilor hemolitice prin autohemoliza la S h (Kostinas) A Valori reprezentative В Valori In procent ) Clasificarea Valori normale Anemie hemolitică nesferocitară congenitală Dacie Tip I Anemia hemolitică nesferocitară Dacie Т П Anemie hcmol sîerocit cîștigată Eliptocitoză congenitală Anemia hemolitică nesferocitară cîștigată Anemia hemolitică congenitală sfcrocitară Hemoglobinuria paroxistică nocturnă Simple , - , % normal spre ușor crescut crescut crescut Normal la ușor crescut Normal la ușor crescut crescut crescut Glucoza "i Jj / normal spre ușor crescut ușor spre necorectat slab sau necorectat Bine corectat Normal la ușor corectat bine corectat Poate sil fio mai maro Gl uoo zii , ,- DOZAREA COMPLEMENTULUI (Metoda imunochînilcă) (IDRS) Principiul metodei se bazează pe reacția de precipitare antigen-anti-corp Ca anticorp se folosește un antiser monospecific anticomplement total, încorporat în gel Ca antigen se folosește serul de cercetat Cantitatea de complement din ser este proporțională cu diametrul zonei de precipitare si se determină folosind diagrama redată în tabelul XL Material și reactivi necesari: — imunoplăci, livrate de Institutul Dr Cantacuzino, Secția imuno-chimie; — ser uman de referință (Institutul Dr Cantacuzino), Secția imuno-chi-mie; — riglă de material plastic; — micropipete Tehnică: imunoplaca conține antiserul monospecific corespunzător încorporat într-un strat de gel de agar % în tampon Veronal pH = forța ionica , F ’ я* Ле deschlde,lmunoPlaca Și se îndepărtează eventuala apă de condensare de pe capac și dm godeuri cu ajutorul unei pipete Pasteur efilată anoî de formă rotundă sau , л- •' л—Г' : — к С а,-' * Nucleul nu are nucleoli, este ovalar, Prez?n^“g bfae°viz?bîîi Cromatina tate Se pot intllni si prcmielocite cu nuc^eon mea grămezile palide, care reprezintă pozt- Citoplasma prezintă granulații azurofile, care apar- la ^“Р^іГагигойІе cp ră^nîndpsc apoi si cresc în dimensiuni- Aceste gia ni a, nediferențiate se mai numesc și progranulații Citoplasmă este la ^cepu azo-fîin Har Ія im stadiu mai avansat se observa o zona juxtaiiucleaia n la nivelul concavității nucleului, zonă ce și-a pierdut bazofiba, luînd c°u^\a roz palid Această zonă reprezintă arhoplasma; granulațnle nu pătrund această zonă, ci se opresc la periferia ei д Granulațiile azurofile (progranulațiile) iau diferite aspecte atît ca forma, cît și ca culoare: punctiforme, bastonașe, virgule, roșu-închise sau roșu-apnns ’ Pe măsură ce promielocitul se maturează, citoplasmă trece de la bazoii-lie spre acidofilie ușoară și începe diferențierea granulațiilor, întîi în jurul ar-hoplasmei în acest stadiu se pot întîlni promielocite cu progranulații și cu granulații diferențiate, care reprezintă formele de trecere spre mielocit, și cu fondul citoplasmei bazofil la periferie și acidofil la centru Diferențierea progranulațiilor se poate face spre feluri de granulații specifice sau diferențiate, care caracterizează granulocitul adult Astfel, din stadiul de promielocit se poate preciza direcția în care evoluează celula: neutro-fil, eozinofil sau bazofil Granulațiile neutroîile sînt granulații fine, rotunde, cu dimensiuni de , — , p foarte numeroase de culoare brună mai mult sau mai puțin închisă Par să derive din granulațiile azurofile Din punct de vedere citochimic granulațiile neutrofile conțin un ester al acidului hialuronic (se distrug sub acțiunea hialuronidazei) Granulațiile neutrofile conțin de asemenea o cantitate importantă de glicogen, care crește paralel cu cel hepatic și muscular după injecții cu hormon corticotrop Granulațiile eozinofile mature sînt de culoare portocalie, ca icrele de Manciuria, de dimensiuni mai mari, atingînd deseori Ip Aceste granulații derivă din progranulații, care evoluează umflîndu-se și rotunjindu-se Granulațiile eozinofile trec, în cursul evoluției lor prin mai multe aspecte tinctoriale: cînd sînt tinere sînt albastre, apoi devin violacee, violaceu-albastru, în cele din urmă devenind portocalii Granulațiile eozinofile sînt bogate în histone: după unii autori conțin histamină sau acetilcolină; sînt bogate în lipide (colorație cu acid osmic), cu pH foarte alcalin (pH = ) Granulațiile bazofile sînt în realitate granulații metacromatice: ele se colorează cu albastru de metilen sau de toluidină, nu în albastru, ci în violet înehk « * | • д Л care înainte de a deveni meta- cromatice trec pnntr-un stadiu de bazofilie veritabilă Sînt mari, de formă neregulata, inegale și ating deseori p diametru Granulațiile granulocitului bazofil sînt solubile în apă, spre deosebire de granulațnle bazofilului tisular (mastocitul), care sint insolubile în apă Mielocitul cu dimensiuni cuprinse între și p, este o celulă cu nucleul rotund sau ovalar și cu citoplasmă care conține aproape numai granulații dife-renț ațe Nucleul este mai mic și mai închis la culoare decît al promielocitului prezintă grămezi de cromatina nete, structura fiind grosolană; nucleolii li> ♦ sesc Citoplasmă este în întregime virată spre acidofilie; fondul ei, văzut printre granulații, este roz palid, fără nici o urmă de bazofilie Mielocitul neutrofil prezintă granulațiile caracteristice: neutrofile, biune, fine și foarte numeroase, pe un fond de citoplasmă roz palid Mielocitul eozinofil prezintă granulații eozinofile numeroase, lipite unele de altele, acoperind toată citoplasmă Mielocitul bazofil conține granulații de talie mare, neregulate ca formă și dimensiuni, mai puțin numeroase Metamielocitul Cu cît maturația nucleului progresează, cu atît grămezile de cromatină devin mai grosolane, mai dense și mai bine delimitate In același timp nucleul devine reniform, cu convexitatea tangentă la suprafața celulei Citoplasmă prezintă granulații diferențiate în cele direcții: fie neutrofile, fie eozinofile, fie bazofile, cu caracteristicile descrise mai sus Granulocitul nesegmentat în cursul maturației, nucleul reniform al meta-mielocitului se subțiază și se alungește luînd forma de potcoavă Structura nucleului devine mai grosolană; croinatina este foarte densă, formată din mase compacte foarte închise la culoare, despărțite de benzi înguste și clare de oxicromatină, aspect care a fost denumit tigrat Citoplasmă este acidofilă și conține granulații diferențiate, fie neutrofile, fie eozinofile, fie bazofile Prin strangularea nucleului, granulocitul nesegmentat, cu nucleul în potcoavă sau în baston îndoit, devine segmentat cu , , , segmente de nudei Se consideră segmentate celulele la care punțile de legătură între segmentele nucleare sînt mai subțiri cu / decît grosimea segmentelor Granulocitul nesegmentat este prima celulă din serie care poate fi găsită în mod normal în sîngele periferic, în proporție de — % Granulocitul segmentat Aceste celule, denumite impropriu polinucleare, au nucleul polișegmentat Ca dimensiuni variază între și p Nucleul caracteristic prezintă structura descrisă la granulocitul nesegmentat Cu cît celula este mai matură, cu atît are mai multe segmente în mod normal, putem găsi în număr mai mare, ca de exemplu în anemia megaloblastică Biermer Granulocitul segmentat neutrofil are citoplasmă acidofilă, roz palid, cu granulații neutrofile, nucleul are două sau mai multe segmente Granulocitul segmentat eozinofil are citoplasmă plină de granulații caracteristice portocalii Este important de remarcat că nucleul granulocitului eozi-nofil prezintă numai segmente (nucleu în bisac) și mult mai rar segmente Granulocitul segmentat bazofil se recunoaște prin prezența granulațiilor caracteristice, care acoperă aproape toată citoplasmă, multe întîlnindu-se suprapuse peste nucleu Nucleul este segmentat, deseori neregulat și frecvent me formă de trifoi în general, bazofilele sînt ceva mai mici decît neutrofi-lele și eozmofildo f i Ani°l*)^!nstul> promielocițul, mielocitul și metamieloci- în sîngele de granulocite din periferie tul во găsesc numai în măduva hematopoietică periferic se întîlnesc granulocitelo segmentate și un mic număr nesegmentate, caro nu depășesc % din totalul granulocitelor FORMULA ARNETH Anieth, In , a clasificat granuloortelo după numărul de >scgmente „„ dro Prima lui clasificare fiind prea greoaie, a fost simplificată ™ai tlr-X s?ar 'i se descriu In formula Arneth clase Această clasificare reprezintă Xtâ celulelor Cu cit un granulocit este mai evoluat, mai matur, cu atlt numărul de segmente nuclearo este mai mare, și invers Fig Curba Arneth în cazuri normale și patologice (după Bessis) Cele clase sînt caracterizate prin: nucleu ușor incurbat; nucleu cu lobi legați printr-un filament de cromatină' nucleu cu lobi; nucleu cu lobi; nucleu cu lobi sau mai mult decît Dacă în sînge predomină ele- mente tinere cu nucleul puțin evoluat, se vorbește de o deviere la stinsa Dacă predomină seriile evoluate, ou nucleul cu mai multe segmente, se vorbește de o deviere la dreapta (fig ) * INDICELE DE DEVIERE NUCLEAR SCHILLING Schilling a propus simplificarea formulei Arneth, distingînd clase: mielocitul; motamielocitul; granulocitul nesegmontat; granulocitul segmentat, indiferent de numărul de lobi ♦ vl f FORMULA ARNETH Arneth, în , a clasificat granulocitele după numărul de segmente nucleare Prima lui clasificare fiind prea greoaie, a fost simplificata mai tîr-z’u si azi se descriu în formula Arneth clase Aceasta clasificare repre n vîrsta celulelor Cu cît un granulocit este mai evoluat, mai matur, cu atit numărul de segmente nucleare este mai mare, și invers іогти/д/кпогта/а ■ Anemie ernicioasa Infecție severe Deviație ia dreapta Deviație ia șținga Leucemie mieiaida л л ♦ Fig Curba Arneth în cazuri normale și patologice (după Bessis) Cele clase sînt caracterizate prin: nucleu ușor incurbat; nucleu cu lobi legați printr-un filament de cromatină; nucleu cu lobi; nucleu cu lobi; nucleu cu lobi sau mai mult decît Dacă în sînge predomină ele- mente tinere cu nucleul puțin evoluat, se vorbește de o deviere la stinsa Dacă predomină seriile evoluate, cu nucleul cu mai multe segmente, se vorbește de o deviere la dreapta (fig ) * INDICELE DE DEVIERE NUCLEAR SCHILLING Schilling a propus simplificarea formulei Arneth, distingînd clase: mielocitul; metamielocitul; granulocitul nesegmentat; granulocitul segmentat, indiferent de numărul de lobi Indicele nuclear este suma elementelor din primele trei clase raportat a la •elementele din clasa a patra: Numărul de elemente clasele - - Indicele nuclear — Numărui elemente clasa T în mod normal indicele este = — — — Indicele crește in stările de excitare medulară: infecții FIZIOLOGIA CELULELOR SERIEI GRANULOCITARE în mod normal, numărul de granulocite la adult variază in următoarele limite: — granulocite neutrofile nesegmentate /o? — granulocite neutrofile segmentate л» > — granulocite eozinofile î ^/oj — granulocite bazofile , !%• Valorile absolute sînt redate în capitolul despre hemogramă, ca și variațiile fiziologice și patologice Citodiabaza seriei granulocitare se face ușor pentru elementele mature, care trec în sînge datorită faptului că prezintă o mobilitate activă: diapedeza Mișcările amiboide, pseudopodice, caracterizează granulocitul matur; celulele" tinere, ca mielobastul, promielocitul, mielocitul tînăr sînt lipsite de această proprietate Studiile făcute cu microscopul în contrast de fază arată că granulocitele sînt sferice în sîngele circulant, dar se deformează cînd întâlnesc un suport solid, pe care se pot fixa Atît citoplasmă, cît și nucleul prezintă o mare plasticitate Granulocitele pot înainta cu mișcări active, cu o viteză de pînă la p/min Granulocitele prezintă proprietatea de a fagocita și de a digera microorganisme și particule străine De asemenea pot fagocita în anumite condiții, alte celule (eritrofagocitoză, leucofagocitoză) Datorită proprietății de diape-deză și unui chimiotactism deosebit, granulocitele pot migra în țesuturi, pentru a se dirija spre bacteriile patogene Fermenții: s-a putut pune în evidență în granulocite prezența a numeroși fermenți: fermenți proteolitici, lipaze, amilaze, nucleotidaze, fosfataze, cata-laze etc Prezența oxidazelor și peroxidazelor reprezintă un caracter important pentru seria granulocitară, servind la diferențierea — altfel imposibilă în unele împrejurări — de seria limfocitară Peroxidazele și oxidazele sînt prezente înce-pînd de la promielocit pînă la granulocitul adult, mieloblastul prezentând acest caracter în mod inconstant Granulocitele eozinofile posedă de asemenea proprietatea de a fagocita, deși intr-un grad mai mic decît neutrofilele Eozinofilele sînt sporite în "stările de alergie Eozinofilele conțin în granulații o mare cantitate de histamină sau substanțe înrudite Funcțiile granulocitelor bazofile sînt puțin cunoscute Rolul lor în elaborarea de heparină este demonstrat -• jg - , L-j-; â-a -e- k S£W ro пвоѳв « determinarea numărului «St BazoîUia Granulooitela bazofile oreeo In louoamiilo mieloidă cronice A,n leucemia mieloidă Dună radioterapie sau chimioterapie număru?dJ ? scade, dar numărul de bazofile se menține crescut num«™l de leucomte Se observă o creștere a bazofilelor in unele ciroze hepatice, in ictere he-molitice, în cancere ț «în™ f reacții leucemoide) în Trecerea anormală a celulelor imature în șmge (геафі w afară de leucoza mieloidă cronică se poa o n fiPDgseagc^ elemente/ de stări leucemoide se întilnesc în anemiile P^nunțate™ infec-de cauză, dar îndeosebi în anemiile acute Însoțite de hemo , ții sau in intoxicații, în neoplasme Reacțiile leucemoide se observă în: + „horrn- — infecții, ca pneumonia, meningita cu meningococ, diftena, tuber u — intoxicații cu săruri de mercur, eclampsie, arsuri grave, anemii litice acute cu stări de uremie acută (accidente posttransfuzionale) in hemoragii severe; v } — metastazele osoase, cînd apare o anemie entroblastica și cu granuio- cite imature w w , Pentru diagnosticul diferențial cu leucoza mieloidă cronica a se vedea capitolul despre „Leucoze“ Importanța cercetării variațiilor granulocitelor în cursul bolilor uiiecți-oase Creșterea sau scăderea excesivă a granulocitelor este de prognostic defavorabil Prezența formelor cu granulații toxice sau formelor degenerative este de prognostic defavorabil De asemenea, prezența formelor tinere în număr mare, mai ales cînd depășesc numeric pe cele mature, are o semnificație defavorabilă Absența eozino-filelor are aceeași semnificație Evoluția favorabilă, vindecarea, se anunță prin diminuarea formelor imature și a celulelor cu granulații toxice, însoțită de reapariția sau creșterea eozi-nofilelor, apoi a monocitelor și în cele din urmă a limfocitelor II - PATOLOGIA GRANULOCITELOR Variații de talie în mod normal, granulocitele variază ca talie între și Ц Există deci o anizocitoză fiziologică puțin pronunțată în condiții patologice această anizocitoză devine pronunțată Granulocitele gigante sînt granulocite de talie mare, cu dimensiuni care depășesc pe cele normale cu — p Cînd granulocitul gigant este segmentat și prezintă mai mulți lobi este denumit macropolicit Cînd este vorba de "ra-nuloeite ne mature, so vorbește de melamieloeit gigant sau nesegmentat gigant а «г P chele gigante se întilnesc mai ales în anemiile megaloblastice M«e“giganlăocholnSe ° P°ritorio lnU “«s<> maoropolioite, in măduvă se intil-lobi nuXi“ t ° оТ°Л?Пи и-и,в ,а ааи ѳ °?re Prelint« Cariosohize so numesc miei pediouli ai «ucloului, care atunci clnd sinț trt >vto numeroși indică, în general, un proces grav toxiinfocțios cane raîisat, tuberculoză pretcrminală etc Recent s-a demonstrat că astfel de fo^ mațiuni apar la cobai după iradieri, și pot fi considerate ca un se unele cazuri citoplasmă granulocitelor adulte devine de leucoză mieloidă, în agranulocitoză, în infecții grave Aceasta dl P^H a granulațiilor nu are semnificație patologică daca este izolata numai la citeva Modificări citoplasmatice Citoplasmă granulocitelor poate prezenta zone bazofile, în asincronism de maturație cu restul citoplasmei Cînd astfel de zone bazofile sint limitate și izolate în citoplasmă de aspect matur și normal, sînt denumite corpii Ddhle Granulațiile toxice se colorează cu soluția Giemsa diluata m tampon cu pH = , (colorația Momsen), soluție cu care granulațiile neutrofile nu se colorează Se întîlnesc în infecții ca: tuberculoza, pneumonia, tifosul exan-tematic, ca și în cazul tumorilor maligne, în ciroză, coma diabetică ANOMALII EREDITARE ALE GRANULOCITELOR Anomalii calitative Anomaliile nucleare privesc mai ales gradul de segmentare a nucleilor Anomalia Pelger-Huet este o anomalie ereditară caracterizată prin absența de segmentare a nucleului granulocitelor; aproape toți nucleii sînt nesegmentați sau prezintă cel mult lobi Structura cromatiniană este mai grosolană decît la normal Astfel de nesegmentate se mai numesc și pseudome-tamielocite Indivizii purtători de o astfel de anomalie a granulocitelor nu prezintă nimic patologic, clinic Anomalia se întîlnește și la eozinofile, care ră-mîn cu nucleul în potcoavă sau chiar rotund Hipersegmentare și segmentarea constituțională a nucleilor granulocitelor eozinofile reprezintă alte tipuri de anomalii nucleare ale granulocitelor Anomalii citoplasmatice ale granulocitelor sînt următoarele: Anomalia Alder este o anomalie constituțională foarte rară a ^ranula-țiilor; toate tipurile de granulocite de la promielocit la granulocitul adult, prezintă numeroase granulații azurofile mari, care ascund nucleul celulelor Această anomalie afectează, în afară de granulocitele de toate tipurile, și o parte din limfocite și monocite Bazofilele și eozinofilele apar colorate în violet închis spre negru Monocitele și limfoeitele prezintă granulații azurofile rnai mari și mai numeroase decît în mod obișnuit * Această anomalie se însoțește uneori do deformări osoase (boala Hurler gargoihsm), » Clinic nu se constată nici o tulburare * a j »*i iază prin prezența do corpi D&hlo la toate speciile de leucocite, dar mai ales la granulocite neutrofile si eozinn ide Anomalia pare să meargă paralel ou existența de trombocite gigante Anomalia Chediak a fost observată de acest autor la copii diiitr-o frtmi lie de copiL T:tonffo lnl'XCcuolPăr°Nuct^ r:S Citoplasmă conține corpi Dohle Anoindlii cantitcitive Dintre, acestea fac parte* — neutropenia constituțională și — eozinofilia familială HI - SERIA LIMFOCITARĂ NORMALĂ Celulele de origine a seriei limfocitare se găsesc în foliculii limfatici ai ganglionilor limfatici, în foliculii limfatici diseminați in organism, intestin etc °Există rari foliculi limfatici și în măduva oaselor a în mod normal, limfoblastul, și prolimfocitul nu trec in singele periferic MORFOLOGIA SERIEI LIMFOCITARE NORMALE Limfoblastul este o celulă cu talie de — p , cu nucleul dispus central, de formă rotundă, cu cromatina ca o rețea fină; raportul nucleocitoplasmatic este mare Nucleul său conține cel mai adesea un singur nucleol, bine delimitat de un cerc de condensare cromatiniană, dar colorat palid, ceea ce este caracteristic pentru limfoblast Citoplasmă limfoblastului este albastru deschis, lipsită de granulații Prolimfocitul constituie treapta ulterioară de maturație în seria limfo-citară Celula are dimensiuni de — p Nucleul are structura cromatiniană mai densă decît a limfoblastului, nucleolul este mai puțin vizibil, sau apare numai ca o urmă Limfocitele au dimensiuni și caracteristici morfologice variate în funcție de gradul lor de maturitate Limfocițul mare măsoară — p Nucleul mare, înconjura Vin toate părțile de citoplasmă, este rotund sau ovalar Este mai mic decît nucleul limfoblastului, mult mai închis la culoare și prezintă grămezi de cromatină de aspect compact, despărțite de zone mai clare, dar fără o demarcație netă, nu prezintă nucleol (fig —planșă) J • J * o mare, bine delimitată și întinsă, este bazofilă; deseori are o colorație foarte deschisă, albastru ca cerul cu o bandă subțire mai intens albastră la periferie ’ Citoplasmă conține deseori, dar nu totdeauna, cîteva granulații azuro-file foarte închise la culoare, puține la număr, nedepăsind niciodată zece Mii pot varia intra , ,i ,c" Gr^uHWaaznnZ “ X пЖГ aproximativ - % din elementn ГаіаЛкь gWRoiwă» și anume la evidență granulații sau bastonase fupsinnhl ° S^ ? ou tuoslnă, pun în limfocit (granulații Altmann-Sohridde) consulwate specifice pentr maroLir ^- ™° t° ° C°lulă d° talio mioă> oît u un eritrocit sau puțin mai Nucleul este ușor ovular, uneori puțin curbat, cu cromatină foarte densă, violet închis, compusă din grămezi cromatiniene imperfect delimitate Nucleul ocupă nouă zecimi sau mai mult din suprafața celulei, ast e ca citoplasmă, intens bazofilă, este foarte redusă, uneori greu vizibila și deseori vizibilă numai pe o parte din circumferința nucleului Uneori nucleul este picnotic si citoplasmă invizibilă, sau redusă la o dungă extrem de subțire în mod normal există aproximativ % limfocite mari și % mici La copil numărul limfocitelor mari este mai ridicat, raportul puțind n inversau In mod normal se găsește deseori în nucleul acestor celule o zona nucleara mai clară, care reprezintă vestigiul nucleolului Astfel de imagini se întîi-nesc mai ales la copil sau în cazurile cînd numărul de limfocite mari este crescut, fără să aibă însă nici o semnificație patologică Seria limfocitară nu conține oxidaze și peroxidaze Limfocitele conțin nucleaze, amilază, lipază, lizozim, adenozimază, catepsină Limfocitele prezintă mișcări active; aceste celule înaintează tot așa de rapid ca și granulocitele, dar nu au proprietatea de a fagocita MODIFICĂRI PATOLOGICE ALE SERIEI LIMFOCITARE Numărul limfocitelor crește în următoarele împrejurări: — limfocitoza fiziologică a copilului; — reacții leucemoide limfocitare (copii); — limfocitoza infecțioasă acută (boala Cari Smith); — tușea convulsivă; — mononucleoză infecțioasă (limfo-monocite); — toxoplasmoza; — agranulocitoza (creștere relativă); — infiltrație limfocitară medulară benignă la sugari și copii cu anemie feriprivă; — leucoză limfocitară Limfocitoza fiziologică a copilului este o limfocitoză absolută, care dimi-nuează treptat, ajungînd, în adolescență la cifrele de la adult Limfocitoza se găsește și m infecții, ca: tuberculoza la începutul evoluției, rujeola, scarlatina Tușea convulsivă este caracterizată printr-o creștere mare și aproape constanta a limfocitelor în boala Cari Smith sau limfocitoza acută infecti-oasă, numărul lor crește foarte mult Leucoza limfoidă cronică și diagnosticul diferențial cu alte limfocitoze, reacțiile leucemoide limfocitare și metaplazia limfoidă vor fi prezentate în cadrul textului privitor la leucoza limfoidă cronică Pentru noțiunea de limfo-monocit a se vedea mononucleoză infecțioasă iar pentru cea do paralimfoblast, leucoza acută ’ * Limfocitele de tip Riodor sînt limfocite, cu nucleul prezentînd o incizură «Илей sau chiar bilobat O oroștore accentuată a numărului acestor elemente denotă o reacție iritativfi a sistemului limfatic, în limfocitoze ca cea din tu^« convulsivă de exemplu: n Umbre nuclearo sau umbro Gumprooht sînt formațiuni nucleare întinse fără resturi de citoplasmă, cuie provin din limfocitele distruse distrnâXa care are Joc pe lamă în momentul întinderii frotiului Umbrele nucleare denotă o friabilitato exagerată a ® °? ®“t°’ or’ Q j‘“X°So d/leuco-neso in număr maro în leucoza limfatică: - Ol ч • * • ♦ Originea monocitelor este în sistemul reticulo-histiocitar în toate organele și țesuturile Astfel, monoblastul, care dă naștere monocitului circulant, ia naștere din celula reticulară, nu numai din organele hematopoietice^ dar și din toate țesuturile; se întîlnește atît în amprentele de organe, ca plămîn, ficat, cît și în cele din țesutul subcutanat Prin acest caracter difuz, monoblastul se opune celorlalte celule cap de serie, care sînt strict localizate în țesutul organelor hematopoietice MORFOLOGIA SERIEI MONOCITARE Monoblastul Termenul de monoblast este folosit pentru a denumi celula de origine a monocitelor care provin din măduva hematogenă în stare normală, este imposibil să se prevadă dacă un monoblast (sau histioblast) va evolua sau nu spre un monocit; termenul de monoblast își are sensul lui adevărat numai în monocitoze, cînd acest element se întîlnește în sîngele periferic Monoblastul este o celulă ovalară foarte mare, cu diametre de — ^ Nucleul ovalar, mare de p posedă — nucleoli albăstrui, sau incolori Un caracter important al acestor celule este poziția nucleului, axul mare al acestuia este dispus perpendicular pe axul mare al celulei, contrar altor celule reticulare, al căror nucleu ovalar este dispus în sensul axului mare al celulei Promonocitul este un stadiu celular mai diferențiat, permițînd un diagnostic citologic Promonocitelo sînt celule mari cu nucleul care începe să se încurbeze Nucleoln sînt greu vizibili Deseori nucleul este rectangular sau trapezoid, atingînd, pe o anumită porțiune, marginea citoplasmei- uneori (ХыГ steag) aSma П d°U& atingînd cel° două mar ini diametral opuse axuI^^^ rotioulal' > dh-eoția Citoplaema oslo bazofilă, abundentă, la colorația Mav-GriinwoM Gm obeervlndu-so granulații foarte fino azurofile, In număr re 'ct cit celulele senei monocitare sînt mai tinrwn nu UU x?clus* granulații (fig, —planșă) ’ GU a'fc nVn puține so desprinde de marginea citoplasmei și se maturii, caro trece în sînge Monocitul este forma matură a în mod obișnuit Este o celulă cu mare celulă din sîngele periferic: — p Citoplasmă are o parată cu cer rate ca o granulații se dispun slab bazofilă, negranulată pe marginea celulei Promonocitul r&mîno în mod normal in ^sut ,ț, Xfiîe “nucTul monocit, citoplasmă so încarcă cu seriei care se găsește în sîngele periferic un nucleu foarte polimorf Este cea mai Ш euc U culoare albastră-cenușie, palidă, tulbure, clasic cerul înnourat de furtună; conține fine granulații azuro e, P pulbere, mult mai fine decît progranulațnle promielocitulu Aceste P ‘ adesea mai mult central, lăsînd o banda de citoplasmă к КисГе^Г’т^посИиГези caracteristic: în general mare, cu structura cea mai fină dintre toate elementele normale din sîngele periferic, nucleul este sărac în cromatină, palid, format dintr-o rețea laxă caracteristica Nu prezintă nucleoli, nici mase de cromatină condensată Forma nucleului poate fi extrem de variată, forma ovală sau cea reni-formă fiind cel mai des întîlnite în mod normal Nucleul poate ii adînc incizat sau polilobat, simulînd nucleul de neutrofil nesegmentat sau chiar segment a t Spre deosebire de granulocite însă, nucleul monocitului nu este niciodată complet incizat, adică lobat, iar citoplasmă lui este ușor bazofilă, nu acido-filă, ca la metamielocit și la nesegmentat Monocitele prezintă o reacție pero-xidazică pozitivă foarte discretă ■ MODIFICĂRI PATOLOGICE ALE SERIEI MONO CITARE Variațiile numărului de monocite Modificarea numărului de monocite survine în diferite afecțiuni în mod normal se găsesc între și mono-cite/mm Peste elemente/mm se poate vorbi despre monocitoză Monocitoza este extrem de frecventă într-un mare număr de boli îndeosebi în infecții și în bolile parazitare Monocitoza traduce excitarea sistemului reticulo-histiocitar, constatată mai cu seamă în reticulozele proliferative acute sau cronice Printre reticulozele proliferative acute se pot enumera: febra tifoidă, tifosul exantematic, endocardita lentă (boala Osler), reumatismul articular acut, boli parazitare, ca malaria, kala-azar, tripanosomiaza etc Monocitoza poate să apară în puseuri în cursul acestor afecțiuni și poate varia de la o zi la alta, sau chiar, în decurs de cîteva ore Un aspect deosebit al monocitelor se observă în mononucleoza infecti-oasă în care se descriu formele denumite limfo-monocite (a se vedea Mon’n-nucleoza infecțioasă“)- ” Reticulozele proliferative cronice so întîlnesc în cursul unor inflamatii sau iritații prelungite alo sistemului reticulo-histiocitar, oare reacționează prin proliferare, hipertrofie și hiporfagooitoză la început, iar apoi prin scleroză fibroză, cicatrizare r > Survine In malaria cronică, în unele forme do kala-azar, în sifilis în tuberculoza cronică, în sindromul Nanti, în limfogranulomatoză boningă IBesnier-Boeck'Schaumann Modificări do tollo Chiar în stare normală monocitele prezintă o anizo citoză pronunțată In anumite stări infecțioase, ou în boala Osler, se întîl- nesc in sînge macromonocite, celule en!lofl “l'aleг^иЫіГа/^игоШе^ѵасиоІе, celula reticulară macrofagică, prezentind fine granulațn azuroi si particule incluse, fagocitate Nucleu poa е, аУаа privește mai ales Modificări do culoare Se„pot a gg* exJs numărul granulațulor azurofile In noaia ліешаіш tența in sîngele periferic a monocitelor vacuoliza e nnmPrOsi Modificări de formă Se întîlnesc celule cu nucleul polilobat cu numei ș lobi, în treflă etc Astfel de alterări se pot întîlni în starl tox ^ atioice De asemenea, în reticuloza histio-monocitara apar celule monocitare atipice, cu nucleul monstruos V — SERIA TROMBOCITARĂj în mod normal, organul trombocitoformator este măduva oaselor hemato-jioietică (fig — planșă) Megacariocitul este celula de origine a trombocitelor Deși originea megacariocitului a ridicat multe discuții, azi se admite că această celulă derivă din hemocitoblast Prin diviziuni multiple nucleare, neurmate de diviziunea citoplasmei (poliploidie), celula atinge dimensiuni enorme, care pot ajunge pînă la — р Trombocitele iau naștere în citoplasmă megacariocitului, prin diferențierea acestei citoplasme, la un anumit stadiu de maturație a celulei Argumentele care rezultă din patologie arată strînsa legătură între modificările megacariocitelor și cele ale trombocitelor în stări patologice se poate întîlni o metaplazie megacariocitară generalizată, mai ales în splină se distinge o următor, l,\ua, s au Ștrangulări, cave j excentrica, presărată pe alocuri cu mici au dispărut MORFOLOGIA SERIEI TROMBOCITARE Megacarioblastul este celula cap de serie Este o celulă relativ mică față de stadiile mai evoluate ale acestei serii, cu diametrul de aproximativ p, de formă rotundă sau vag patrulateră, cu colțurile rotunjite Citoplasmă este intens bazofilă, lipsită de granulații, foarte redusă, nucleul ocupînd aproape toată celula Nucleul trapezoid sau ovalar are o structură cromatiniană destul de grosolană pentru o celulă tînără Prezintă - nucleoli bazofili, de formă și mărime variabilă Se pot întîlni megacanoblaști în mitoză pluripolară (poliploidie) ®efg^ari?cituJ ')azofil sau Promegacariooitul este un element mai evo-luat, de formă rotunda sau ușor poligonală, cu diametrul atingînd în medie Citoplasmă este tot bazofilă, dar uneori în iurul nucleului zona incoloră, locul de apariție a granulațiilor din stadiul Nucleul, de obicei reniform, prezintă una sau uoua stran indică începerea împărțirii în mai rnulțâ lobi Poziția nucleului este Cromatma nucleară este mai densă, rețeaua fiind grămezi de bazicromatină Nucleolii ' L-Я k - ' ФА#-* Megacariocitul granulat netrombocitogen este o celulă de dimensiuni nviri cu (litinictrul variind între și [x , v Citoplasmă, cu fondul foarte slab bazofil, SuPr}nde violetă Granulații apar în primul rind In zona permucleară, in care boz Mu citoplasmei a scăzut încă din stadiul precedent, și se răspindescap o r celula Uneori în acest stadiu rămlne o banda subțire periferica de cit iplasma lipsită de granulații care dispare în stadiul următor Nucleul megacariocitului granulat este situat excentric, mai rar centra , prezentînd mai mulți lobi inegali ca mărime, ovalan sau penformi Lobii nucleului sînt rareori izolați, de obicei fiind legați între ei prin filamen e de cromatină mai groase sau punți cromatiniene largi Structura cromatinei este densă, fără nucleoli Megacariocitul granulat trombocitogen este un element mai mare, cu diametrul de — p Structura și forma nucleului, ca și afinitatea tinc-torială a citoplasmei și a granulațiiîor sint asemănătoare cu cele descrise Ia megacariocitul netrombocitogen Cînd megacariocitul este trombocitogen, citoplasmă și granulațiile iau un aspect deosebit: granulațiile din citoplasmă megacariocitului se aglomerează în grupuri mici, izolate între ele prin benzi de citoplasmă hialină, dînd un aspect apropiat cu cel întîlnit cînd există grupuri mari de trombocite la un pol i bocite Un astfel de aspect a fost denumit șnuruire, iar megacariocitele sînt Megacariocitul granulat trombocitogen este, un element mai mare, cu torială a citoplasmei și a granulațiiîor sint asemănătoare cu cele descrise Ia megacariocitul netrombocitogen Cînd megacariocitul este trombocitogen, citoplasmă și granulațiile iau un aspect deosebit: granulațiile din citoplasmă megacariocitului se aglomerează în grupuri mici, izolate între ele prin benzi de citoplasmă hialină, dînd un aspect apropiat cu cel întîlnit cînd există grupuri mari de trombocite aglutinate în alte celule astfel de aglomerări ale granulațiiîor sînt limitate la un pol al citoplasmei, de la care se observă prelungiri ca niște fragmente,, care pleacă de pe suprafața citoplasmei și au spre vîrful lor liber cîteva trombocite Un astfel de aspect a fost denumit șnuruire, iar megacariocitele sînt denumite șnuruite în acest stadiu nucleul devine picnotic Nuclei liberi de megacariocit Prin îmbătrînire, megacariocitele încep sa prezinte vacuole citoplasmatice, iar desenul cromatinian se șterge Se întîlnesc deseori nuclei liberi de megacariocite fără citoplasmă, uneori cu cîteva grămezi de trombocite aglutinate în jurul lor Trombocitul Rotunde sau ovalare, trombocitele au dimensiuni care variază între și p în structura lor se disting două părți: — partea periferică, omogenă, aproape incoloră sau foarte slab bazofilă, denumită hialomer; — partea centrală, denumită cromomer (granulomer), conține granulații dens dispuse, care provin din îmgrămădirea granulațiiîor citoplasmatice megacariocitare Ele sînt de culoare roșie-violacee Granulațiile cromomerului sînt de obicei grupate în centrul celulei* uneori însă apar răspîndite pe toată suprafața celulei sau dispuse în coroană în jurul unei vacuole, iar ulterior foarte strînse în centrul celulei Aceste granulații ale cromomerului sînt pur azurofile: reacția Feulgen, verdele de metil nu le colorează, ceea ce dovedește absența de cromatină MODIFICĂRI PATOLOGICE ALE SERIEI TROMBOCITARE Scăderea numărului do trombocite sau trombooitopenia și creșterea lor sau trombocitoza, sînt discutate în capitolul „Studiul hemostazei" ’ Modificări morfologice alo țrombocitelor (pentru amănunte, a se consulta trombocitopeniile și trombocitopatiile) * - ^ ЛК I ЯЛ'- ' ■:•••■ "и" •°nU , însoțesc leuco- logie este destul de greu de făcut cu n|odlflcar] , j reaGtia plâsmocitară tozele reacționale (stări leucemoide) și, din contra, diminuate ш mielÎăstadTm!i înaintate se constată in măduvă o participare ta‘ensă a sistemului reticulo-histiocitar, cu prezența in număr mare de celule culare (tip Ferrata etc ) Splina Splenomegalia este foarte pronunțată Splenograma arata o metaplazie predominant mielocitară Ganglionii limfatici sînt normali la început Participarea ganglioniloi lîmfn+ini ід nrnr fisul Ba metanlazie în leucemia mieloidă survine destul de din contră, diminuate în leucemia limfatici la procesul de metaplazie tardiv * Ficatul este moderat hipertrofiat O hipertrofie exagerată hepatică este-de un prognostic defavorabil Forma aleucemică a leucozei mieloide cronice se caracterizează prin-tr-un număr normal sau ușor crescut de leucocite în sîngele periferic și cu prezența unui mic procent de mielocite și promielocite Frecvent se întîlnesc eritroblaștii în sîngele periferic Splina este mult mărită și splenograma arată o metaplazie pe cele- linii: eritroblastică, granulocitară și megacariocitară După Heilmeyer, termenul de mieloză aleucemică trebuie rezervat pentru cazurile în care se găsește o hiperplazie mieloidă medulară pronunțată Uneori însă acest sindrom splenomegalic este însoțit de o măduvă săracă, scleroasă în acest caz este vorba de splenomegalia mieloidă cronică a adultului (splenomegalie eritromieloidă, metaplazia mieloidă cu mieloscle-roză, mieloză aleucemică megacariocitară ) Jean Bernard insistă asupra faptului că acest sindrom trebuie deosebit de leucemia mieloid ă Raporturile-lor nosologice sint încă discutabile, dar separarea și deosebirea lor este importantă, prin faptul că evoluția și prognosticul lor este diferit Există sindroame false de leucemie mieloidă cu splenomegalie considerabila, o puternică leucocitoza, cu trecerea in sîngele periferic de granulo-ate tinere Aceste sindroame apar in metastazele canceroase localizate in măduvă și in splină precum și in tuberculoza splenică ' în caz de metastaze, diagnosticul se faoe prin radiografia oaselor nrnmti» maduvei oaselor și a splinei și descoperirea tumorii primitive ’ radi , '^ "ToaiLficăriZ'T/kiSTpHnei P— evidență, prin cercetarea bacilului Kooh in frotiu și cuitu₽ră, s-au pfh cotat Etiologic Sînge periferic (deviere la stîn Leucocite Asociere eozino-file-bazofile Modificări calitative Mielograma Activitatea fos-fatazei alcaline Splenograma Radiografie schelet Evoluție Acțiune terapeu tică: raze X, chi mioterapie Tabelul XLII lilaznastlrul іШимфаІ » Irucozel mteloM» rronlrr u - ІГИ- Moteplnsb mieloidii eu mloloedoroiA (eplononw gali» mieloidA cronicii a adultului) Leuooail mieloidă cronică Necunoscută Deviere pînă la promielocit și mieloblast Foarte crescute Prezentă Pronunțate Foarte bogate în elemente granulocitare Deviere la stînga, măduvă intens promielocitară II Activitate mult scăzută Metaplazie puternică granulo-citară Deseori normală — ani Netă LouooiA miololdil alonoemloA Necunoscută Necunoscută Roaoțl* louecmoidil Deviere pronunțată, uneori însă puțin pronunțată, piuă la mielocit Normal sau ușor crescute Prezentă Pronunțate Foarte bogate în elemente granulocitare Deviere la stînga, măduva intens promieloci-tară Activitate mult scăzută Metaplazie mieloidă completă H Deseori normală o— ani Netă LEUCOZA LIMFOIDĂ la rar Deviere pînă promielocit și mieloblast deseori eritroblaști, eritrocite în formă de pară Normal sau crescute Prezentă Cunoscută: infecții, intoxicații, hemoliză acută etc Deviere do obicei mai puțin pronunțată Pronunțate ușor Crescute Absentă Săracă în elemente măduvă scleroasă Activitate crescută Metaplazie mieloî-dă completă (erî-troblaști, granulocite, megacariocite) II Osteo-mieloscleroză — ani Slabă sau nulă Puțin pronunțate Bogată în elemente granulocitare, deviere la stînga mai puțin pronun -țață Activitate intens crescută Metaplazie granulocitară foarte puțin accentuată sau absentă Normală Vindecabilă CRONICĂ Clinic ее caracterizează prin adenomegalie generalizată, ganglioni mobili, nodureroși Splenomegalia este moderată Manifestările cutanate constau in metaplazii limfoleuoozioe cu« Pt «ritrodermic, localizate mai ales pe față (leuoemido) U asPect , S“ *! du О ЬІГІ П« “ i ' '! jumatate a vieții, mai frecvent la bătrini la copii “ adU ' L"nfoleuoo'!a °roni°« ““ so observă niciodată simetrică, cu Sîngele periferic în funcție de numărul de Uucoc te leuc - - forma leucemică, se caracteHzeaz^^ ooo leucocite/mm , cu peste cite, cu puternica limfocitoza moderat de limfocite între și / - crescut de leucocite, formele aleucemice: formulă Limfocitele sint miciși două prelungiri diametral opuse, be pot nucleoli (limfoblaști sau prolimfocite) % limfocite în formulă; — forme subleucemice: număr mm , cu % limfocite în formulă; шив* pînă la /mm , cu mijlocii, de aspect aproape este de celulă limforeticulara, cu întîlni limfocite mari cu Fig Leucoză limfoidă cronică Măduvă sternală ; Metaplazie limfoidă Foarte frecvent se întîlnesc umbre nucleare (umbra Gumprecht), care pot fi numeric tot atît de frecvente ca și limfocitele intacte Eritrocitele: anemia se instalează în perioada de debut a bolii, este moderată, dar mai accentuată decît în mieloleucoză Trombocitele: ușor diminuate și diminuează pe măsura evoluției bolii Mielograma arată: metaplazie intensă limfoidă, cu plaje întinse de limfocite (fig — planșă) Mielograma este modificată prin infiltrația limfocitară Exemplu de formulă medulară la de elemente: Limfocite % Limfoblaști % Eritroblaști go/ Elemente din seria granulocitară °/ Megacariocito ” ’rnrn° w i Mi(dograma din leucoza limfoidă cronică seamănă cu aceea din sindromul Wa denstrdm, în această afecțiune se constată o proliferare moderată sau limS “ °SOae ’ oaraoteri^tă prin prXnța do oolulo reticulare Aceste celule seamănă uneori cu limfocitele; se mai pot întîlni și unele «celule denumite limfoplasmocitc u™,- л nio corului Morfologia normală a sîngelui, cît și caracterele bioc r - c > ajută la punerea diagnosticului de sindrom Waldenstrom în formele aleucemice puncția sternală arată un tablou care da d agn -ticul de certitudine, măduva fiind în totalitate înlocuita cu ,esu ini a c Mielograma arată — % pînă la % limfocite, unele de aspec i o blastic Seria eritroblastică reprezintă aproximativ % și cea granulocitara, cam — % « în puseuri acute se întîlnesc, pe lîngă limfocite adulte mici și cu morfologie normală, elemente tinere mari, cu nucleul bilobat și nucleoh ÎN umărul de leucocite crește • mult, anemia se accentuează; trombopenia este accentuată Limfocitele cu granulații azurofile sînt rare în leucoza limfoidă cronică, atît în măduvă, cît și în sîngele periferic, semn important de reținut pentru diagnosticul diferențial cu limfocitozele reacționale Adenograma arată o densitate celulară foarte mare, cu o monotonie celulară: aproape exclusiv limfocite și limfoblaști în caz de leucocitoză moderată, cu un procent de limfocite nu prea mărit, mielograma nu permite diagnosticul sigur al unei metaplazii limfoide, de aceea este necesară o biopsie ganglionară sau o puncție-biopsie Metaplazia limfoidă a măduvei sporește însă cu evoluția bolii Metaplazia limfoidă dominantă din limfoleucoză are loc în măduvă, după cum metaplazia mieloidă dominantă din mieloleucoză are loc în splină Metaplaziile limfoleucozice din organe sînt mai întinse decît cele mielo-leucozice din leucoza mieloidă, căci potența de metaplazie pe linie imfoidă a pare să fie mai mare decît cea de metaplazie pe linie mieloidă Astfel, organe ca pielea, intestinul, rinichiul, oasele, aparatul uro-genital răspund cu focare de limfopoieză intensă DIAGNOSTICUL DIFERENȚIAL AL LEUCOZEI LIMFOIDE CRONICE Limfosarcomatoză (limfocitosarcom) în limfosarcomatoză se întîlnesc: adenopatie asimetrică cu predominanta unui grup, ganglioni duri uneori voluminoși, aderenți între ei și la țesuturi învecinate; — splenomegalie absentă sau moderată; - sîngele periferic: leucocitoză moderată cu polinuclează neutrofilă- - mielograma deseori normală; cînd măduva este invadată, evoluție foarte rapidă; - adenograma arată monotonie celulară Este greu de făcut deosebirea morfologică Intre un ganglion do limfocitosarcom și un ganglion de leucoză limfoidă cronica In reticulosarcomatoză predomină, cu un procent mare celulele reticulare cu aspect monstruos, nudei cu nucleoli giganta multe mit ^ atipice în limfosarcomatoză predomină limfocitele De obicei există d lim focite și celule reticulare; cînd predomină limfocitele se vorbește de ^linifo-reticulosarcom, cînd predomină celulele reticulare, do roticulolimfosarcom" Boala Hodgkin не caracterizează prin: — adenopatie asimetrică cu ganglioni mobili, indolori, predominind cervical; — tulburări cutanate: prurit; z sx* nw™iă sau moderat , cu ne ’ eozinofilie, limfoponie, monocitoza; Z ±°oggX:nȘe Sternberg, polimorfism celular (granulom) cu lim-tocite, granulocite, eozinofile Tuberculoza ganglionară caracterizata prin ț rp„;unea — adenopatie asimetrică, nedureroasă, localizata d« n°”re tard^ă a cervicală; periadenită netă, deseori ganglioni ramoliți, atinge pielii și fistuliz&re; # — cutireacție la tuberculină inconstant pozitiva, Z sF^get npe™eric;: uneori leucocitoza cu neutrofilia, uneori limfocitoză în formele cronice; — mielograma normală; — adenograma: celule gigante Langhans, celule epiteloide, uneori puroi si prezența bacilului Koch Metastazele ganglionare din cancere se-caracterizează diferențial prin — adenopatie asimetrică, localizată, cu ganglioni duri, mobili; — splină normală; — sîngele periferic* leucocitoză moderată cu neutrofilie, uneori leu-cocitoză puternică (stare leucemoidă) cu limfocitoză; — puncția ganglionară: metastaze; — mielograma uneori normală; se pot găsi insule de celule canceroase (metastaze medulare) Dacă metastazele sînt întinse, se întîlnește o aplazie medulară pe toate liniile Apar atunci eritroblaști în sîngele periferic Reacțiile leucemoide de tip limfatic (a se vedea la leucoza acută) Alte adenopatii (a se vedea la puncția ganglionară) LEUCOZELE ACUTE Printre leucozele acute mai des întîlnite sînt cele două forme și anume’ leucoza acută mieloblastică și leucoza acută limfoblastică Alte forme de leucoze acute mult mai rare, interesînd fiecare celulă sanguină printr-o proliferare blastică predominant diferențiată cuprind următoarele : Forma, promielocitară: celule cu granulații azurofile ca ale promielo-citului Lornia cu celule bazofile sau eozinofile extrem de rară Leucemia monocilarâ acută sau forma histiomonocitară tip Schilling' se caracterizează prin proliferarea celulelor monocitare Leucemia monocitară acută tip Naegeli: se caracterizează prin prezenta de celule tip monocit și cu prezența de mieloblaști J LEUCOZELE ACUTE M ELOBLASTICE Qi i n\ivani * отіг>т febi'ă (muită somn»' de diateza hemoragică (peteșii, echimoze); adenomegalia es e oca i zată, cervicala do obicei sau generalizată; splina în general palpabila, iicam in limite normale sau ușor hipertrofiat - rr • Unele forme evoluează cu liopato-splcnomegalie pronunțată, uneori leucoza acută evoluează fără hipertrofie ganglionară sau splenică Leucoza acută oslo excepțională la naștere, foarte rară la sugar, mai frecventă intre luni și ani Sîngele periferic Modificări caracteristice se găsesc în seria leucocitară Seria leucocitară: leucoza acută se caracterizează prin prezența ele celule tinere, atipice, denumite și celule blastice (leucoblaști), cu morfologie foarte variabilă (fig ) Aceste celule foarte polimorfe se apropie din punct de vedere morfologic, -de mieloblast de care insă diferă, atît prin originea lor, care este direct din celula reticulară, cît și prin morfologia lor, care prezintă o atipie pronunțată Astfel de celule sînt denumite paramieloblaști (fig ) Datorită polimorfismului acestor celule, ele au fost împărțite în mai multe categorii După clasficarea lui Moeschlin și Rohr, se disting tipuri: Paramie loblaștii monocitoizi sînt celule cu nucleu încovoiat, cu nucleul monocitului, cu rețea nucleară foarte laxă, semănînd cu nucleul de celulă reti-■culară, cu mai mulți nucleoli, cu citoplasmă slab bazofilă, raportul nucleoci-toplasmatic mult în favoarea nucleului Fig Leucoză acută Sînge poril'orio Celule blastice PuraniielobMii promiolooitari мш иЛпЛ ,,,, pttrainit,lobl tii Iojzi, însă mai prezintă în plus granulații azurofile in A lu°uoti- loaro cu gruuulnțiilo pro uidocilului Pol evea și lulclo*'| ,timid ™ “'pwut' rotund ' «vtipe Paramieloblaști cu nucleu polimorf carnetorizne-xA foarte polimorf, lobat în mod neregulat, prin șanțuri mai înguste' sau'md ‘ ,b M •, d" J”“‘”îib”“ i“n””p"l™ă ssresr ал** и,», i Fig Leucoză acută Sînge periferic: paramieloblast cu corpi Auer Micromieloblaștii seamănă cu limfocitele și pretează la confuzii cu acestea-Diagnosticul se poate face țimnd seama de marile deosebiri de talie mtie para mieloblaști, unele celule prezentmd aspectele caracteristice pentru paramieloblast (monocitoizi sau promielocitari, sau cu nucleu polimorf) Astfel, pe o lamă în care predomină micromieloblaștii, se pot întîlni și paramieloblaști promielocitari, ceea ce pledează împotriva unei leucoze limfoide De asemenea, prezența de elemente cu peroxidaze pozitive pledează pentru paramieloblaști Nu însă toți paramieloblaștii sînt peroxidazo-pozitivi în mod constant Prezența de corpi Auer este hotărîtoare pentru paramieloblaști Caractere comune generale ale paramieloblaștilor Diferența de talie intre celule (anizocitoză) este o caracteristică importantă în mod frecvent aceste celule prezintă vacuole mari și mici în protoplasmă și deseori și in nucleu, în protoplasmă se pot întîlni corpi Auer (bastonaș azurofil) caracteristică patognomonică pentru leucoza acută cu paramieloblaști Corpii Auer se pot întîlni și în celule reticulare din măduvă Protoplasma este in general redusă, cu colorație palidă, albastru spre cenușiu, raportul nucleo-citoplasmatic fiind mult în favoarea nucleului Nucleolii sînt abundenți și mari Oxidazele și peroxidazele sînt deseori pozitive, dar pot fi și negative Deși există polimorfism în ceea ce privește paramieloblaștii găsiți pe o lamă, cîmpul prezintă o imagine monotonă, celelalte serii celulare fiind extrem de reduse Uneori paramieloblaștii din singele periferic nu seamănă cai tip cu cei din măduvă, fapt caro poate fi explicat prin schimbarea mediului sau prin g nea lor prin focarele do metaplazie extramedulare (splina, ncatp Școala franceză (J Bernard, G Mathe ș alțn cozele acute în următoarele varietăți celulare: hemocitob as , • » mieloblast, promielocit, monoblast, celulă leucozică monocitoiaa- Autorii precizează că această terminologie, bazata pe criterii mor gice, trebuie interpretată cu următoarea rezervă: o celulă leucozică es e enu mită „mieloblast" numai prin faptul că prezintă o asemănare morfologica cu un mieloblast normal și în nici un caz nu se poate identifica total cu un mie loblast întîlnit la un individ sănătos д Aceste varietăți citologice din leucozele acute sînt descrise după cum urmeaza: Hemocitoblastul este o celulă de talie mare, nucleul, de asemenea mare,, prezintă o cromatină fină, reticulară Nucleolii sînt în număr mare, — sau mai mulți Citoplasmă ușor bazofilă, puțin abundentă și lipsită de granulații Destul de frecvent se pot întîlni corpi Auer Limfoblastul este o celulă de talie redusă, cu un raport nucleocitoplasmatic mult mai mare, unele celule părînd lipsite de citoplasmă sau prezentînd o mică porțiune de citoplasmă numai într-un pol al celulei Se găsesc frecvent amitoze-patologice (elemente ce conțin în aceeași citoplasmă nudei, deseori lipiți, în boabe de cafea) Cromatina nucleară a limfoblastului are tendința de a forma mase mai largi, neregulate Nucleolul, de cele mai deseori unic, este puțin vizibil, și uneori nu poate fi distins Mieloblastul este o celulă de dimensiuni egale cu hemocitoblastul, distin-gîndu-șe de acesta prin prezența de granulații azurofile Nucleul cu rețea fină, cu mai mulți nucleoli împreună cu mieloblaștii se găsesc un număr de — % hemocițoblaști De asemenea se poate întîlni un număr mic de promi-elocite și mielocițe, care confirmă caracterul mieloid al formei de leucoză Prezența de corpi Auer nu este rară Promielocitul reprezintă un stadiu mai avansat, cu o citoplasmă parțial sau în totalitate policromatofilă, prezentînd frecvent o arhoplasmă, contine-foarte numeroase granulații azurofile Monoblastul (leucoze monocitare): cel puțin % dintre monocitele în circulație sînt tipice, de diferite grade de maturitate Alte celule cu nucleol polimorf și lobat, segmentat, deseori cu nucleoli; citoplasmă în general abundentă, slab bazofilă, în zona perinucleară prezintă granulații azurofile Celule monoeitoide (reticuloze acute, reticulo-endotelioze acute reHeuloză histiomonocitară) O primă noțiune care trebuie subliniată este frecvența foarte mare a coexistenței la același bolnav, a mai multor varietăți celulare Acest fenomen este net, mai ales la începutul afecțiunii, înainte de orice tratament, și tinde să se atenueze în timpul evoluției, pe măsură ce apar reșutele ’ ■ L“a vu,™l“t “ do ley“z ă da luunol° a Cărei hip'erplazie predo-mina Astfel după această clasificare, se numește leucoză limfoblastică forma care prezintă o liiperplazie totală sau predominantă pe linie limfoblastică ' Pentru adult, frecvența acestor diferite varietăți oitoblastice este sensibil aceeași La copil însă predomină foarte net forma limfoblastică, în % din cazuri (() Mathe) ’ care se întîlnește Această clasificare, bazată pe о SSebîâtice ₽este, Sint mUH mal “'^Formele de leucoză limfpblaștică^Xe^ceea Xexpîică evoluția lor egoSto°S^aceSenv’arietăți citologice de leucoză, care nu ras-pund la tratament w iQ Pnnpniee sau normoleucocitare in varietatea limfoblastica, formele ’еисорешсе sau remisiuni de prezintă mult mai frecvent o evoluție lunga Astfel s au aesc peste de luni și în unele cazuri mai mulți ani гштЕРТІ CITOGHIMICE PENTRU IDENTIFICAREA VARIETĂȚILOR CRITERII cuug^^gice ale leUGOZELOR ACUTE Completarea datelor morfologice cu reacții eitoehimice ajută în precizarea formei citologice a leucozelor acute ( ) (tabelul XLIII) Tabelul XLIII Date eitoehimice pentru continuarea caracterului mieloid sau limîoid al unei leucoze acute Limfoblast Mieloblast Peroxidaze Substanța sudanofilă Reacția PAS * Fosfataza alcalină N egativ - Negativ Pozitiv + + granulații roșii în citoplasmă Negativă pentru limfoblast, dar intens pozitivă pentru granulocitele neutrofile ce se pot întîlni Pozitiv ++ inconstant Pozitivitatea difuză a citoplasmei roză-palidă difuz Negativă pentru mieloblast, negativă și pentru granulocitele neutrofile ce se pot întîlni în leucoza acută cu limfoblaști, limfoblaștii dau reacția peroxidazelor totdeauna negativă; reacția pentru substanțele sudanofile (Sudan negru B) este negativă, reacția PAS, pozitivă la majoritatea celulelor limfoblastice sub forma de granule roșii citoplasmatice pe un fond roz palid al citoplasmei: os ataza alcalină, negativă pentru limfoblaști, dar intens pozitivă pentru granulocitele neutrofile ce se pot întîlni pe aceeași lamă (fi" ) In leucoza acută cu mieloblaști, mieloblaștii dau reacția’peroxidazelor inconstant pozitiv; reacția pentru substanțe sudanofile este pozitivă’ reacția PAS pentru mieloblaști dă o culoare difuză roză palid a citoplasmei ЙГЙЙ ТЭД I=: ’■ «SbffiS Elementele blastice din sînge variază numeric de la caz la caz Se «ячряс-cerni; ' ™ d° U“fi ₽«* /mm Я лМ *■ ЛЖІ* • • j*t*" , te* celulele blastice și elementele — absența de forme intermediare între mature ale seriei granulocitare (hiatus sau a ort ea ge întîlnesc si cazuri cu un număr mai redus de celule blastice in formula leucocitară n U Ambrele nimlta^Grumprecht sînt frecvente în leucoza acută, datorita fragilității elementelor blastice # în formula leucocitară se pot întîlni eritroblaști * Seria eritrocitară arată anemie constanta ajungmd uneori pina la un milion eritrocite/mm ,x • Seria trombocitară se caracterizează prin trombopeme accentuata, sindrom hemoragie л , , , “«■ Din punct d« vedere clinic, constetareaPunei pronunțate ar putea să pledeze pentru o formă cronică obijri mmicrabi a*’Ulil splnnoniegalia este — Laborator clinic (hematologie) splenomegalii foarte Diferențierea între leucoza ^*£±^ țuteTXențU o blaști Singur criteriul morfologic es e insu aceștia din urmă sînt leucoză limfoidă acută de }ina™ întîlnesc și alte tipuri, în special paramieloblaști promielocitari și celule cu corpi se exclude leucoza limfoidă , , fiind rară Reacția Leucoza limfoidă acută se întîlnește la copii, la adult fund*rara MM * peroxidazelor poate fi de un real ajutor cînd es e P A neroxidazele nu pre-zintă o bază sigură pentru diagnostic De asemenea, ;idenopatiapoal» Pre zentă și în leucoza cu paramieloblaști Criteriile citochimice d seu a aJUt SețoatevoTi'de asemenea cu certitudine de leucoză limfoidă acută, cînd este vorba de un puseu acut al unei leucoze limfoide cronice Elemente e e origine limfoidă în puseul acut au fost denumite paralimfoblaști, ele puțind prezenta diferite anomalii de formă și caractere de malignitate Metastaze carcinomatoase medulare Diferențierea se face pe baza prezenței în frotiurile de puncție a elementelor străine de măduva osului, izolate sau în placarde Infiltrații limfocitare medulare benigne Sugarii și copiii mici, cu anemie hipocromă feriprivă, pot prezenta o infiltrație limfocitară medulară benignă Eritroleucozele reprezintă o formă intermediară între eritremii și leucoze; cuprind forme acute și cronice Eritroleucoza acută evoluează ca o leucoză cu elemente blastice de tip paramieloblastic și cu elemente ale seriei roșii atipice — paraeritroblaști (a se vedea la eritremii) în majoritatea cazurilor, eritroleucozele se manifestă morfologic cu o proliferare a seriei eritrocitare și se pot confunda cu anemia biermeriană, datorită asemănării elementelor cu megaloblaștii La un examen mai atent se poate deosebi morfologic, datorită atipiei celulelor, care nu sint megaloblaști, ci paraeritroblaști Examenul clinic este de un prețios ajutor, punînd în evidentă o spleno-mega ie accentuată, care nu se întîlnește în anemia biermeriană Ulterior apar în sînge elemente paramieloblastice SARCOLEUCOZELE mire sint cuprinse tcXTri^d“ leucoză care ’Хыеадй sub aspect tumor sarcomatoase însoțite do prezența celulelor bSice b Xge uebuie“^ жși mMuvei h“s , — numărătoare de leucocite, formulă leucocitară, — numărătoare de trombocite; — teste de hemostază Studiul imuno-hematologic — anticorpi antieritrocitari; — ant'corpia antileucocitan; — anticorpi antitrombocitari; — anticorpi alergici (în prezența alergenului); — semne de hemoliză: bilirubină indirectă, stercobilmă; — semne de leucoză: acid uric; — durata de viață a eritrocitelor Măduva oaselor — puncții repetate în teritorii diferite; — cercetare în sensul unei metaplazii leucemice, al unui mielom sau metastaze neoplazice; — biopsie medulară: osteomieloscleroză; — studiul prin izotopi al activității medulare de distrugere eritrocitară Splină: — examen clinic; — puncție splenică; — studiul prin izotopi al activității de distrugere eritrocitară Aspectul măduvei hematogene în pancitopenii Aplazie medulară în ansamblu, hematopoieza este profund atinsă Celulele sanguino-formatoare sînt extrem de rare, măduva este pustie Rarele celule care se mai găsesc sînt din seria reticulară; se găsesc plasmocite Hipoplazia medulară în diagnosticul unei pancitopenii este important de știut starea măduvei; ea nu este totdeauna pustie și țesutul hematopoie-tic nu dispare în totalitate, în toate cazurile Se poate constata frecvent o inhibiție în mecanismul de maturație la un anumit stadiu celular Astfel, se știe că în granulocitopenii inhibiția are loc Ia stadiul promielocitar și rezultă un aspect de măduvă promielocitară Cînd o pancitopenie cu măduvă aplazică se vindecă, măduva trece printr-o supra-activitate, în cursul căreia se poate vedea în mod tranzitoriu o măduvă pur mieloblastică (greu de diferențiat do o leucoză acută) sau o măduvă promielocitară Aceste stadii do refacere și reîmbogățire eitologică a măduvei nu s • mențin decît cîte va zile, pentru a face loc la o repartiție aproape погнила Xiuiarf МтЬи!) (spre deosebire do Ueozft, unde monologa MMuva eu dezechilibru între sorii Acest «spocl apere alunei eind este И Med"'«'l ’ «‘deliille fiind normale sau moderat atinse ea o Stare in otiU do eitoponie'sa^uinb реЖ^'“йК cu а Й * tate normală sau hiperplazială modificărilor hematologice (lupă sploneclomio Metastaze canceroase: se găsesc c Metaplazie leucemică: vezi caracteristicile la capitolul respectiv Osteomieloscleroză: la fel , t w Aspectul măduvei apare deci foarte variat în diferitele stan citopenice Privite dinamic aceste variații sint in funcție nu numai de natura Iactorului nociv, ci și de intensitate și doză, do timpul cît acționează, de reactivitatea organismului asupra căruia acționează fv Tabloul sanguin și medular variază și după momentul la care s-a iacut examenul de-a lungul evoluției bolii Astfel, un factor nociv care acționează în doze mici poate sa producă, la început, o hiperplazie medulară Continuînd să acționeze mai departe, în timp, măduva devine hipoplazică și aplazică Prin tratament sau prin remi-siune spontană măduva se poate din nou repopula cu toate seriile celulare, în stadii succesive • De asemenea, în caz de hipersplenism, deși, la început măduva este hiper-plaziată și citodiabaza frînată, dacă această acțiune continuă un timp mai îndelungat, măduva devine hipoplastică și aplastică Mecanismul care duce la pancitopenie poate acționa prin: determinarea unei insuficiente produceri de elemente sanguine în măduvă: — exces de distrugere periferică a elementelor; — deseori asocierea acestor mecanisme, cu predominarea unuia sau altuia Dacă factorul nociv acționează direct asupra măduvei, este vorba de primul mecanism, care poate să ducă la aplazie într-un timp relativ mai scurt Dacă măduva este normală funcțional, dar elementele mature periferice sînt supuse distrugerii, cu timpul capacitatea de regenerare a măduvei este depășită și rezultatul este identic Printr-o solicitare periferică exagerată si prelungită măduva ajunge la epuizare, la o insuficiență funcțională, deci la hipopla-zie și aplazie ORDINEA DE CERCETARE ETIOLOGICĂ ÎN PANCITOPENII Cercetarea etiologică înțr-o pancitopenie trebuie dirijată în ordinea frec-venței și gravității afecțiunilor care o determină Bolile maligne: leucoză, cancer ргоГе *Ю мЛеХ^а’Й su^stan’e clliniice sau radiații ionizante, de obicei Intervenția substanțelor medicamentoase Hipersplenism, anticorpi Boli congenitale Cauze necunoscute, idiopatice UPERSPLENISMUL Șl H POSPLENISMUL HIPERSPLENISMUL Hipersplenismul este un sindrom caracterizat prin: «oriile e“ elemen,elor «Surate «le sîngelui, fio Wat, fie pentru toate Hiperplazie medulară în prima perioadă de evoluție t v£areagSă hemotologică după splenectomie bOrTeastă“ctSte a splinei se poate pune in evidență prin următoarele probe marcată a elementelor sanguine după splenectomie prac- ticată la un individ normal; л д -reacția normoblastică și mielocitară exagerata in singele periferic după hemoragie la un individ splenectomizat; — vindecarea unor citopenii prin splenectomie; — extractele splenice produc un sindrom citopenic prin frînarea mielo-poiezei și mielodiabazei; — citoliza splenică excesivă (intratisulară); — citoliza intravasculară prin eliberare de anticorpi litici Experimental s-a demonstrat că dacă vena splenică este anastomozată cu alte vene, ocolind ficatul, se obține o scădere netă a tuturor elementelor sanguine figurate*, eritrocite, granulocite, trombocite Se admite că în mod normal principiul de frînare al splinei se distruge cînd traversează ficatul Cînd ficatul este insuficient, această distrugere este mult mai mică și atunci principiul de frînare acționează cu intensitate trecînd nevătămat de bariera hepatică Starea celulei hepatice are deci un rol important în acest sindrom Funcția de frînare, funcția citolitică și elaborarea de anticorpi pot acționa separat, dar de cele mai deseori se asociază CRITERIILE DE INDICAȚIE A SPLENECTOMIEI Eficacitatea și necesitatea splenectomiei se bazează pe următoarele criterii: a) Criterii clinice: agravarea simptomelor, repetarea lor și ineficacitatea tratamentelor obișnuite b) Ineficacitatea tratamentului cu cortizon și ACTH e) Mielograma: splenectomia nu se poate face decît atunci cînd măduva este activa, hiperplazică în țrombopenii prin hipersplenism, megacariograma arata o inhibiție de maturație a megacariocitelor: se întîlnesc elemente nînă la megacariocitul granulat, dar nu se întîlnesc elemente trombocito^ene în purpura Werlhof această inhibiție este și mai pronunțată, maturația megaca-riocitelor fund oprita la elementele bazofile negranulate în astfel de imnre-Gt ZX™rrl°Mte,Or e tB CreSCUt Și numai !n aoest - - Poate epkne^miX/„Se marcate cu crom radioactiv B^esleare șr distrugere a eritrocitelor în principiu se procedează injeotlndu-se intravenos o onntitotn de eritrocite izogrup marcate cu Cr“ ,i dotorminindu-se in timpoițe™ interval, variațiile radioactivității în sîngele circulant și ale proiecției pe tegumente a ficatului și splinei La individul normal, activitatea în sînge scade relativ încet, spre deosebire de bolnavii cu anumite forme de anemie hemolitică, la care scăderea activității este mult mai rapidă Activitatea splinei la individul normal rămîne aproape nemodificată sau crește neînsemnat de-a lungul zilelor, spre deosebire de bolnavii cu un anumit tip de anemie hemolitică, la care activitatea splinei crește rapid Aceste rezultate arată că în anumite tipuri de anemii hemolitice splina joacă un rol de sechestrare și distrugere exagerată a eritrocitelor Datorită acestei metode, indicațiile splenectomiei în anemiile hemolitice pot fi puse cu mai mari șanse de succes decît se putea iace altădată Cercetările bazate pe această metodă au permis clasificarea anemiilor hemolitice în tipuri: Distrugerea eritrocitară localizată în mod electiv în splină Acest tip de anemie cuprinde sferocitoză congenitală (icterul hemolitic congenital), unele anemii hemolitice cîștigate cu autoanticorpi, unele ciroze Este important de menționat că o spîenomegalie nu merge paralel cu o sechestrare splenică electivă și excesivă, și invers, o sechestrare splenică excesivă poate exista chiar în absența splenomegaliei în toate aceste forme de anemii hemolitice splenectomia poate fi indicată Distrugerea eritrocitară localizată, în mod electiv în ficat și uneori in ficat și plămîni Această varietate se întîlnește în unele anemii hemolitice cîștigate cu autoanticorpi la rece, anemiile însoțite de hemoglobinurie, în drepanocitoză în stadiul de atrofie splenică Splina joacă, în aceste cazuri, un rol neglijabil sau nul, astfel încît splenectomia este ineficace Distrugerea eritrocitară mixtă hepatosplenică Acest al treilea tip se întîlnește într-un număr mare de anemii hemolitice cîștigate cu sau fără autoanticorpi, în unele anemii hemolitice congenitale normocitare, în unele cazuri de hemoglobinurie nocturnă paroxistică în aceste cazuri splenecto-mia nu dă rezultate sigure Intervenția operatorie poate fi indicată dacă predomină sechestrarea în splină, dai' sînt posibile eșecuri imediate sau tardive: se constată o exacerbare a sechestrării în ficat, iar volumul ficatului crește ««гл „ j o n t - Л sau eliminarea ' m se intnnplă în cursul unor anemii hemolitice Ultimul tip reprezentat de cazurile la care sechestrările hepatică si sp^nwă sint slabe sau nule, in astfel de cazuri se urmărește eliminarea urinară la Cr Aceasta eliminare poate fi inferioară față de normal și se vorbește atunci de o sechestrare t șulară difuză (intilnită in unele forme de ciroză hepatică și in unele cazuri de hemoglobinurie nocturnă paroxistică) urinară poate fi crescută, i- - » - r * i congenitale normocitare uXtșasX“= care măduva este hipopiazică sau aplazioă m cazurile iu hemolitice cronice, pentru a indica, cu multe șanse de succes, splSmc^' nuiui de sechestrare splenică Splenectomia nu se HIPOSPLENISMUL După splenectomie apar yr^ă toaiț^ de maturatie a nude- Seria eritrocitară: se constata >n maduw tu bUra de «atu ului eritroblaștilor, care se njamfosta, n fh m (rlXinei și metabo-eritrocite cu corpuscuh ulbura,лe ^’^XÎ’de sideroblaști și Să in slnge a sileroCiilor ?i a celulelor in țintă Se mai poate constata s?o creștere a rezistenței osmotice și a diametrulu med u eritrocitar * Sîngerarea sau administrarea de substanțe hemolizante produce, la clini splenectomizați, apariția unui număr de ori mai mare de eritro aș i în sîngele periferic, decît la martori * Seria leucocitară: după splenectomie se constata o hiperleucocitoza, care durează mai multe săptămîni sau luni Cresc granulocitele, limtocitele, apare o eozinofilie T romb o cit ele cresc de asemenea după splenectomie Se admite că splenectomia favorizează citodiabaza elementelor imature medulare în clinică s-au descris anemii eritroblastice în legătura cu o atrofie splenică CITOPENII DISTROFICE CONGENITALE Caracterul cronic al citopeniei, vechimea tulburărilor, • virsta tînără a bolnavului dirijează diagnosticul spre o citopenie congenitală BOALA ALBERS-SCHONBERG Boala Albers-Schdnberg (osteopetroza esențială) Este vorba de o boala foarte rară: pînă în prezent există aproximativ de cazuri descrise în literatura medicală Clinic se caracterizează prin: fracturi spontane, anemie, tulburări neurologice etc Examenul hematologic: tulburările sanguine se întîlnesc de obicei la copil Caracteristică este o anemie hipocromă cu eritroblastoză periferică Se mai poate întîlni o reacție, leucemoidă, asociată cu hepato-splenomegalie Examenul radiologie dă indicațiile cele mai importante: extraordinara densihcare a scheletului, care pare omogen; canalul medular al oaselor lun«d este dispărut ° Biochimic: bilanțul fosforului și calciului este normal Forma benignă este o formă latentă, compatibilă cu o viață normală DLagnoș iecul se face cu ocazia unui examen radiologie Forma malignă neurologice, anemie cu prognostic grav semna si-nptomatico, donu- mieloJerozi în loucomiu n ок Г^^'п oste°- mielosderoză conică se poate întîlni inconstant o b) Marmoreoze canceroase: în metastazele osoase (сап“г°“еcancerul carea pare să fie datorită unei acțiuni osleogenetice a metastazelor, cance primitiv rămînînd deseori latent teopetroză prin fluor datorită absorbției de apa au fost incriminați plumbul, c) Marmoreoze toxice: os conținînd fluorură de calciu De asemenea, bismutul, fosforul d) Marmoreoze endocriniene: in special osteopetroza mixedernatoasa BOALA FANCONI Se observă la copil și este excepționala la adult începutul bolii se mani festă de obicei între și ani Examenul hematologic arată anemie normocromă pronunțata, leuco-penie, trombopenie, sindrom hemoragie Măduva este de obicei săracă, pustie, uneori se observă însă o ușoară activitate hematopoetică Semne asociate Se pot observa malformații ale degetelor (degetul mare), pigmentare brună a tegumentelor, hipogenitalism Evoluția este foarte gravă Transfuziile cu sînge constituie o terapie paliativă Moartea survine deseori prin hemoragii r * ♦ «Pi * t ’ • ' • '■ І * • t Л * I ț > j v ; | У , Г * - , • • • J Л ; * • І C t î f ' i • i L - BOALA BLACKFAN-DIAMOND Boala Blackfan-Diamond sau anemia hipoplastică a copilului mic se caracterizează printr-o citopenie care atinge cel mai adesea numai seria eritrocitară Boala se manifestă în primele luni de viață și lipsește la naștere Hematologic, se caracterizează prin anemie intensă, uneori pînă la milion de eritrocite/mm , normocromă, normocitară Seria leucocitară și trombocitară nu sînt atinse, nu se observă nici hemoliză, nici sindrom hemoragie Un semn important este lipsa de regenerare medulară: reticulocitele sînt scăzute Măduva arată fie o dispariție a eritroblaștilor, fie o oprire in matu-Г ѢІѲ la diferite stadii do eritroblaști bazofili sau policromatofili Evoluția bolii este gravă, mortală, neinfluențată de nici un tratament Copiii pot fi menținuți in viață numai prin transfuzii cu singe Boala recidivează rapid după oprirea transfuziilor Uneori după - ani de supraviețui prin transfuzii, entropoieza se poate restabili și boala se poate deci vindeca Transfuziile frecvente duc la hemosideroză -generatoare; raze BOALA I)E IRADIERE Boala de iradiere poate fi produsă prin- -radiații penetrante: raze X тш, iau în «paratele speciale neutroni produși In reacțiile nucleare, lln'lorbăJBn??n)teIor radioactive; aceste radiații devin nocive; putorii lor de penetrație, un risc neglijabil s labă> reprezintă organism, datorită absorbției seu injectării do юг i X£XTUmu,are in > reprezintă corpi radioactivi Modul de acțiune a radiațiilor ionizante Alterările nucleului sînt de doua îelur centrome- - lipirea cromozomilor care apar aglutinați, se rup ia niveiui rului, prezintă anomalii în spiralizare și ormarea fusului, — rupturi ale cromozomilor, parția e sau e n • deseori această în runturile parțiale cromozomii se pot reasocia, dar deseori aceasta reasociere se produce’după inversare a unei părți sau după o translocare a unui fragment de cromozom pe un altul, ceea ce duce la un schimb de mate-rial cromozomic, deci la o acțiune mutagenă a radiațiilor ~ Leziunile biochimice: acțiunea radiațiilor se exercita direct asupra moleculelor ionizîndu-le în alte condiții, molecula primește indirect energia radiantă de la o altă moleculă: RH + OH R° + H O Leziunile biochimice afectează îndeosebi proteinele și acizii nucleici-Activarea lor este indirectă și, pornește de la radioliza apei: H O OH° + H° în prezența oxigenului apar radicalii OH° și HO , care reprezintă agenți oxidanți puternici Acești radicali activează moleculele prin fixare de atomi de hidrogen: RH + OH° - R° + H O rh + ho; R° + H O Iradierea apei este deci însoțită de apariția unor proprietăți oxidante-puternice, pe care se bazează efectul oxidant, care reprezintă fundamentul teoriei acțiunii indirecte a radiațiilor Acțiunea radiațiilor asupra proteinelor Iradierea proteinelor provoacă în general o polimerizare a lor, prin activarea moleculelor si prin reacții de-ponta] care se efectuează prin intermediul legăturilor disulfurice Acțiunea v ?^ or kberl se manifestă pe funcțiile tiol, care sînt oxidate în legăturile-disulfurice & R - SH + ° -^R-S-S-R + Ha R - SH + H ; -> R - S - S - R H Oa R — SH - H O R — S — S — R - H O enzimA: rdeZbî tT inhibițitt imiitor msme se poate explica аеПипоа'шпі піьИ* “«Г Actaunea radiațiilor asupra acizilor nucleici Iradier "’nizante provoacă denaturarea lor prin depolinwrizare nrin deotidice ți heteroeiclioe ale bazelor și prin formarea • cu activitate metabolică crescută (celule sangumoformatoaro, celule tumora e) sint deosebit, de radio-sonsibile • ■: Este important de menționat că factorii chimici cu acțiune radu minu t oă acționează aproape la fel ca radiațiile ionizante, roahzînd exact aceleași leziuni și ducind la același rezultat (azot-iperito, otikm-inunc, di-epox de) ăl edificările hematologice provocate de radiațiile ionizante Utilizarea din ce in ce mai largă a radiațiilor ionizante în diferite domenii do activitate, ca medicina, biologia, industria, aplicațiile numeroase ale energiei nucleare, au mărit posibilitatea accidentelor prin iradiere Aspecte etiologice Modificări hematologice se pot observa consecutiv acțiunii următorilor factori: Razele X: — radiologi sau alți muncitori care manipulează razele X; — tratamente radioterapice Elemente radioactive: — elemente radioactive naturale: radiu; — sărurile de radiu și de mezotorium folosite în industrie au provocat accidente prin aplazia medulară sau osteosarcoame prin localizare în oase Aceste săruri au fost abandonate; — elemente radioactive artificiale: izotopi radioactivi Energie nucleară: — iradiere accidentală în centrele nucleare sau prin explozia de bombe atomice Aspecte hematologice: iradierile ușoare cronice dau tulburări mici, versibile * ’ Seria leucocitară, este prima serie atinsă Seriile eritrocitară și trombocitară pot prezenta modificări în cazurile de iradiere mai pronunțată Leucopenia este de regulă prezentă mai ales o neutropenie, uneori limfopenie, destul de des limfo-neutropenie Se poate constata -și o leucocitoza moderată la început intermitentă apoi durabila în aceste cazuri este vorba de o limfocitoză cu neutropenie Eozmofiha este inconstantă Uneori apare o polinucleoză neutrofilă Aspecte morfologice: se pot constata alterări citoplasmatice si nuclear» ale leucocitelor: anizocitoze, granulații toxice, picnoze nucleare Cele mai nre-coce și remarcabile modificări privesc limfocitele, care prezintă ermnnii*" in bulgare, nucleu bilobat, anomalii do colorație P * cu matlna Seria eritrocitară arată anemie moderată, uneori -i -i • toză Uneori sporesc reticulocitolo ’ Z( clt°za, poikiloei- Seria trombocitară arată ușoară trombopenie eu anizoeitoză m prriungiroa B et ц Opului do stageroro Pși tulbuAri datorit tî-omb^ obeet:-ieri") a Ul° rav° duo , hiP°₽laaie modulară Se pot •observa: - la bolnavii iradiați pentru tumori sau supravegheat* * Se agită pipeta de de ori și după minute se umple celula Nageotte cu conținutul din pipetă Se lasă să se sedimenteze și apoi se face numărătoare Eozinofilele cu granulațiile lor strălucitoare se disting net de fondul colorat în roz, în timp ce toate celelalte leucocite se văd numai ca niște umbre Numărătoarea se va face în limitele acestui timp, deoarece eozino e e se distrug și ele mai tîrziu Se numără elementele din dreptunghiuri, cifra obținută se împarte la si se înmulțește cu (diluția / % Rezultate Normal se găsesc cifre care variază între și elemente/ mm Eozinofilele variază în următoarele împrejurări: — eozinofilie: stări alergice, hipervagotonie; — eozinopenie: boli infecțioase, arsuri, șoc postoperator, după administrarea de clorhidrat de colină, adrenalină, pituitrină, ACTH, hormoni corti- * cosuprarenali țț ► X* ? ’V- /">* * - • NUMĂRĂTOAREA TROMBOCITELOR METODA FONIO Principiu: este o metodă de numărătoare indirectă; se stabilește procentajul trombocitelor față de eritrocite, pe un frotiu colorat, apoi se raportează la numărul de eritrocite, pentru a afla numărul de trombocite/mm Material și reacției: — material pentru recoltarea sîngelui prin înțepătură; — soluție de sulfat de magneziu %; — reactivi pentru colorația panoptică Tehnică: se înțeapă pulpa degetului, apoi, pe locul înțepăturii se aplică o picătură de soluție de sulfat de magneziu % Printr-o ușoară presiune, prin locul înțepăturii iese o picătură de sînge direct în picătura de sulfat de magneziu Se amestecă cu vîrful unei lame ambele picături și după ce sînt * ' După aproximativ - do minute, necesare pentru sedimentare, se numără trombocitele , • Metoda este simplă și permite să se obțină o suspensie de trombocite aproape lipsită de eritrocite Numărul găsit în mm se înmulțește cu (diluția inițială a sîng* ui) și se află numărul de trombocite/mm Normal = — trombocite/mm coloană mică NUMĂRĂTOAREA DE TROMBOCITE PRIN METODA BRECHER-CRON RITE Reactivi necesari: oxalat de amoniu %, Tehnica: se face o diluție a sîngelui de / în pipeta de eritrocite cu soluția de oxalat de amoniu Se agită bine pipeta, apoi se lasă în repaus timp de — minute necesar pentru hemoliză După ce se agita din nou pipeta și apoi se aruncă — picături, se încarcă camera și se procedează la numărătoare STUDIUL MORFOLOGIC AL TROMBOCITELOR > Л I Й Morfologia rrombocitelor se studiază pe frotiuri colorate cu May-Griin-wald-Giemsa, recoltate pentru formula leucocitară Pe frotiul obișnuit, în mod normal, trombocitele sînt agregate în grupuri de cîte — sau mai multe elemente; în caz de trombocitopemc sau trombo-citopatie lipsește această agregabilitate spontană, elementele fiind izolate Normai, diametrul trombocitelor este cuprins între și p Se pot întîlni macrotrombocite, celule care ating și depășesc — u EXAMENUL MORFOLOGIC AL SÎNGELUI ÎNTINDEREA FROTIU LUI Principiu: se întinde o picătură do sînge proaspăt recoltat pe o lamă In strat subțire, în așa fel îneît elementele să nu fie suprapuse, pentru a cei-ceta elementele figurate după colorarea cu metoda obișnuită panoptică Material necesar: — material p intru — lame Tehnica întinderii froliahd (fig ) roooltewM o pie uvă proaspătă le singe p , шгрмиш Unw , hihuto; huna se aplică pe o alt lama, ori'zon-, așa iei iiijt piGălurn du etng i sil so Întindă, prin oapilnritate, la marginea de contact dmlre «, a două lame „are la un unghi do aproximativ " Se recoltarea in picătură; gelui să se Imediat după întinderea aer în lățime, frotiul trebuie să e Fig întinderea frotiului de sînge imprimă apoi lamei șlefuite o mișcare de translase ușoară, ceea ce permite gm întindă intr-un strat subțne rnnidă la frotiului, lama se agita pentru uscarea rapida a aibă două margini paralele, ceea ce se poate s» И «M- >»»■ — “, ‘XS, •S fflSȚX’SȘ întinderea sîngelui cu o lamă șlefuită avînd un colț rupt Frotiul se întinde subțire, astfel ca elementele să nu fie suprapuse Pentru ca frotiul să fie bun, trebuie folosit un material de sticlă curat, bine degresat Frotiul trebuie colorat cît mai curînd întrucît, în lamele nefixate și necolorate, celulele se alterează, pier-zîndu-și afinitatea tinctorială COLORAREA FROTIURILOR DE SÎNGE ȘI MĂDUVĂ Clasa unui element sau gradul lui de maturație se stabilesc pe baza unor criterii care privesc bazofilia citoplasmei elementelor tinere, afinitatea tinctorială a granulațiiîor granulocitelor și acidofilia eritrocitelor mature Actualmente se folosește colorarea dublă cu soluție May-Griinwald-Giemsa, care dă indicații asupra compoziției chimice a substanței vii celulare Acidofilia granulațiiîor eozinofile este datorită alcalinității (pH = ) acestor granulații O celulă bazofilă are pH acid și se colorează cu substanțe bazice Eritrocitul ortocromatofil are pH = — , iar eritrocitul policromatofil are pH mai acid, aproape de Coloranții utilizați în hematologie se clasifică în coloranți simpli și compuși, sau coloranți acizi, bazici și neutri Coloranți acizi: eozină Coloranți bazici: albastrul de metilen, azurul de metilen, violetul de meti-len Coloranți neutri, eozinat de albastru de metilen, eozinat de azur de metilen colorant acid, este ); albastrul de me-eritro-acidul Metoda de colorație panoptică May-Grunwald-Giemsa dă indicații asupra pH-ului componentelor celulare Astfel, coloranții acizi sînt fixați de porțiunile а са me ale celulei, care deci sînt acidofile, iar coloranții bazici sînt fixați de părțile acide, deci sint bazofile Așa de exemplu, eozina fixată de granulațiile eozinofile care sint alcaline (pH = • tilen, colorant bazic, aste fixat ,l« acidul ribonuoleio din‘'ciiopias,na blajului bazofil, colorind-o in albastru Azurul do motilen fixează dezoxiribomicleie din nuidoul oritroblastului bazofil Nucleii celulelor sini bogați In acizi nuoloioi: - acidul ribonucleio se găsoșu util in citoplasmă, cil și in nucleu- - acidul dezoxinbonudeio (limonudeio) se găsește numai in nucleu Azurofilia nucleului prin colorația Romanovski-Giemsa e;sl^ ambilor acizi nucleici Nucleolul fixează albastrul de metilen deoarece conțin acid ribonucleic do tip citoplasmatic к лг:іх ля+ fiind Cu cit o celulă este mai tînără cu atît citoplasmă ei este bazofila, dat * concentrația mare de acid ribonucleic Pe măsură maturării celala de^« mai acidofilă, deoarece scade concentrația în acid ribonucleic (ex evoluția eritroblaștilor) Limfocitele conțin o cantitate mică de acid ribonucleic în citoplasmă, pe cînd plasmocitele au o cantitate mare Termenii de eozinofil, oxifil și acidofil sînt sinonime care indica afinitatea față de coloranții acizi w Compoziția colorantului panoptic și rezultatele obținute după afinitatea citochimică a părților componente celulare: Soluția May-Grunwald: eozinat de albastru de metilen glicerină neutră p a alcool metilic p a Soluție Giemsa: eozinat de azur de metilen azur de metilen glicerină neutră p a alcool metilic ml ml ml Tehnica colorării panoptice Reactivi și materiale necesare: — soluție May-Griinwald — soluție Giemsa — apă distilată neutră — pipete Pasteur, pipete gradate pH-ul apei distilate trebuie să fie sau , Apa distilată este de obicei acidă Neutralizarea ei se obține adăugind cîteva picături dintr-o soluție slabă alcalină de carbonat de sodiu % la ml apă distilată, încercîndu-se pH cu indicator universal de hîrtie sau cu hematoxilină; pH-ul apei se controlează prin adaos de cîteva cristale-de hematoxilinăj colorarea apei în roz este indicația de neutralitate (hematoxilina este violet-albastră în mediul alcalin și galbenă în mediu acid) Pentru malariologie se folosește o apă ușor alcalină Folosirea apei tamponate: se folosește un tampon fosfat cu pH = * W o, g ’ * PO HNa Д Apă distilată ml parte tampon ~J~ părți apă I dosirea unui tampon fosfat ou pH == , ne-a dat rezultate mai bune lampon pH , : - uue’ PO H K M/ PO H N Hg M/ Se amestecă soluția I cu soluția II în părți egale Se folosește parte tampon ou părți apă https://neculaifantanaru com/principiile-conducerii html https://neculaifantanaru com/en/leadership-principles html